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1, INTRODUCCION



l.1.~ Antecedentes bibliogrdficos, -

No pretendemos en esta introduccién recoger y comen-
tar los numerosos trabajos que sobre la fijacién del ni=-
trégeno existen en 1la bibiiografia. Trataremos Unicamente
de destacar la importancia tanto econémica como cientf{fica
de este proceso y luego centrar la atencién en los antece-
dentes bibliogrdficos de aquellos aspectos que considera-=
mos m4s directamente relacionados con el trabajo experipen-
tal que aquf presentamos, como son, de una parte, la forma-
cién del nédulo especialmente en lo que respecta a la pro-
ducciédn de 4cido indol acético (ATA) por Rhizobium, a par=-
tir de triptéfano, y de otra parte, las posibles implicacio-
nes taxonémicas del comportamiento de distintas especies
de Rhizobium en esta fase de la preinfeccidén,

La importancia de la fijacién biolégica del nitrégeno
es manifiesta desde varios puntos de vista, Principalmente,
se pueden destacar dos aspectos de gran interés:

a) Tmportancia econémica del proceso,=

Esta queda resaltada por el informe de la F,A,0, Te~
cogido por Dommerges y Mangenot (15), segin el cual se cal-
cula que la tasa de fijacién de nitrégeno por‘aﬁo en todo
el mundo es del orden de 108 toneladas, atendiendo solamen=-

te al que se realiza por vfa simbidtica,



b) Importancia del proceso desde un punto de vista pura-
mente cientffico,=-

Este puede ser abordado como estudio fisiolégico,
bioqufmico y genético principalmente,

Seglin datos histéricos que se recogen en la obra de
Dommerges y Mangenot (15), el estudio cientf{fico del pro=-
ceso se remonta al afio 1838, en el cual Boussingault de-
mostré claramente que las leguminosas fijaban nitrégeno,
confirméndose después con los trabajos de Helrriegel y
Wilfart, quienes demostraron en 1888 que sélo las legumi=-
nosas que poftaban nédulos radicales eran capaces de fi=-
jar nitrégeno, Fstos nédulos radicales de las leguminosas
va habfan sido descritos previamente por Malpighi, en
1675, F1 mismo afio de 1888, Beijerinck aislé la bacteria

causante de la nodulacién y a la que 1lamé Bacillus radi-

cfcola, hoy conocida como Rhizobium leguminosarum, Este

autor también aislé en 1901 el primer fijador libre de ni-

trégeno, Azotobacter,

Uno de los aspectos mds interesantes de la fijacién
bioldbgica del nitrégeno es la simbiosis entre una bacte=
ria perteneciente al género Rhizobium y una leguminosa,

La fijacién del nitrégeno atmosférico es el resulta=-
do de la accién conjunta de“estos dos elementos, lLa ven=~
tdja a este respecto, de la simbiosis, consiste preferen-

temente en que la planta aporta la energfa necesaria para



poder romper el triple enlace de la molécula de nitrégeno,
energfa que es mucho md&s diffcil conseguir cuando el Rhi~
zobium vive libre en el suelo, A pesar de ello, en labora-
torio, se ha conseguido, con unas condiciones microaeréfi=-
las especiales, la fijacién libre de nitrégeno por parte
de Rhizobium (hla,71), lo que sugiere que la accién de la
planta podrfa ser el crear un ambiénte con tensidén débil
de oxfgeno, que protegerfa la nitrogenasa de la bacteria,

Como es sabido, la familia Leguminosae es una de las
més numerosas de toda la Botdnica: comprende unos quinien-
tos géneros con diez mil a doce mil especies, distribui=- |
das en tres subfamilias (Cesalpinoideae, Mimosoideae y
Papilionoideae). Las QSpecies de las dos primeras se dan
preferentemente en zonas tropicales, mientras que las es-
pecies pertenecientes a la subfamilia Papilionoideae es=~
t4n agrupadas en su mayorfa dentro §e4la zona templada,

Seglin estudios realizados por Allen y Baldwin (15),
el 90% de las plantas de la subfamilié Papilionoideae
examinadas presentan nédulos, mientfas que el porcentaje
més bajo de plantas noduladas corresponde a la subfamilia
Cesalpinoideaej las especies pertenecientes a la subfami-
lia Mimosoideae ocupan una posicién intermedia con respec-
to a este cardcter,

El otro elemento del sistema simbiético es Rhizobium,



Este género de bacterias aparece inclufdo en la octava
edicién del Bergey’s (6), en la parte siete, familia Rhi~

zobiaceae, juntamente con Agrobacterium, La semejanza en~-

tre estos dos géneros es muy grande y basdndose en ello
algunos autores (21; 22, 23, 13) proponen la inclusién de

las especies de Agrobacterium dentro del género Rhizobium,

Morfolégicamente hay que distinguir entre formas ve-
getativas y bacteroides de Rhizobium; Se llaman bacteroi~
des a las células de Rhizobium tal como se encuentran den-
tro del nédulo maduro, las cuales son distintas de las;for-
mas vegetativas, es decir, de las células tal como se en-
cuentran en la rizosfera, en el tubo de infeccién o en
los medios de cultive (4, 5, 12, 19, 58),

Los rizobios se describen en el citado manual de Ber-
gey’s como bacilos de 0,5 a 0,9 micras ﬁor 1,2 a 3,0 mi=-
cras, que pueden presentar formas plepmdrficas cuando son
desfavorables las‘condiciones de cultivo, Contienen granu=~
laciones intracitoplasmfticas de polibeta~hidroxibutirato,
que, al microscopio de contraste de fases, aparecen como
grdnulos muy refringentes; son Gram negativos y méviles
en cultivos jévenes, Presentan de dos a seis flagelos pe=-
rftricos, o bien, un flagelo polar o subpolar, Cuando se
desarrollan en medios ricos en hidratos de carboho produ~-
cen un abundante mucopolisacdrido, Son microorganismos |

aerobios, aunque pueden desarrollarse en medios con ten=



siones débiles de oxfgeno (0,01 ath).

En el Bergey's se describen las colonias de estos
microorganismos como blancas e incoloras, Estas colonias
cuando crecen\en presencia de rojo fenol (69), o de cris-
tal violeta (Fraile, comunicacién personail) no concentran
el colorante, mientras que otras colonias bacterianas pre-
sentan un intenso color rojo o violeta, segﬁh sea el colo=-

rante afiadido a los medios de cultivo,

1,1.,1,~ La formacidén del nédulo y el establecimiento de

la simbiosis,~

El objeto de nuestro trabajo estd encuadrado, en gran
parte, dentro de la fisiologfa de la formacién de los né-
dulos, esto es, la infeccidén y el espablecimiento defini-
tivo de la simbiosis, 1

La infeccién de las rafces pof Qarte de Rhizobium
estd regulada tanto por factores dependientes de la plan~
ta como de la bacteria,

El Rhizobium debe ser capaz de penetrar en ios teji-
dos radicales, es decir, debe ser "infectivo" o "virulen-
to", pero la infeccién y la nodulacién también dependen
de la planta hospedadora, Como ya veremos posteriormente,
nuestro trabajo aporta datos que pueden aclarar algo de

este proceso de regulacién, principalmente en lo que se



refiere al control que ejerce la planta, a través de sus
exudados radicalés, sobre los microorganismos que se en-
cuentran en la rizosfera, estimulando o inhibiendo acéivi-
dades bioqufmicas que afectan al proceso de infeccién,

Por otra parte, Nutman (40) ha demostrado la presen-
cia de factores genéticos mds o menos‘complejos que indu-
cen una resistencia de la leguminosa a lﬁ infeccién por
Rhizobium, o que condiciona el nlmero o el tamafio de los
nédulos que se pueden formar sobre sus rafces,

La formacién del nédulo presenta varias fases qué
se producen sucesivamente y que determinan finalmente el
establecimiento de la simbiosis entre el Rhizobium ¥y la
leguminosa,

Seglin Vincent (69), en la mayorfa de las leguminosas
se pueden distinguir cuatro fases principales de la infec-
cién y formacién del nédulo: a) fase de preinfeccién;

b) infeccién y génesis del nédulo;’c) madurez nodular, y
d) degeneracién del nédulo, Estas fases se encuentran re-
cogidas en el cuadro I;

A nuestro juicio, las fases mds interesantes desde el
punto de vista de la fisiologfa de la formacién del ndédulo,
son la primera y la segunda, Con respecto a la segunda fa-
se, infeccién y génesis del nédulo, se han realizado mu-_

chos estudios fisiolégicos, citolbgicos y genéticos (5,

11, 45); pero nosotros hemos centrado la atencién en la



Cuadro I.- Fases de la formacidén de un nédulo en la

simbiosis Rhizobium=leguminosa,
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FASES

EVENTOS CORRESPONDIENTES

1. Preinfeccidén de la rafz

Multiplicacién de los Rhi~-
zobium especfficamente en
la rizosfera,

Deformacién de los pelos
absorbentes,

2, Infeccidén y génesis del

- Penetracién de los Rhizo=-

bium, formacién y progre-
sién del tubo de infeccién

Multiplicacién de las célu-
las diploides y tetraploi-
des que forman el tejido
nodular (diferenciacién

del nédulo).

3. Madurez nodular

Liberacién de los Rhizo=
bium fuera del tubo de
infeccién y formacidén o
persistencia de la mem=
brans envolvente,

Multiplicacién de los
Ehizobium liberados,

Conversién a la forma
bacterdide,

Establecimiento de la sim=-
biosis funcional; redveccidédn

v asimilacién del nitrége=~

no (madurez nodular en sen=-
tido estricto)

Lk, Degeneracién

e " —— — D G- (Y T S S s W Sy S O st T S ey 0 B A e
e R e N T e RS S E SR EE=

~ Liberacién de los Rhizobium

en el suelo, L
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primera, fase de préinfecci6n, porque se presta mejor al
estudio de los procesos de interregulacién plantanRhizo-
bium que establecen en dltimo término la asociacién sim-
bidtica,

Esta primera fase de preinfeccién puede, a su vez,
dividirse en dos etapas: multiplicacién espec{fica de
los rizobios en la rizosfera de la leguminosa, y deforma=-
cién de los pelos absorbentes de‘las rafces de la planta,

Los rizobios pueden vivir en los suelos sin la pre-
sencia de la planta hospedadora, pero su mayor o menor
pervivencia depende de la existencia de su planta hospe-
dadora habitual, ya que segén se ha demostrado (40, 39),
los exudados radicales de ésta estimulan su multiplica-
cién,

Este aumento en el niimero de rizobios que se encuen=-
tran en la rizosfera de la leguminosa no debe confundirse
con el llamado "efecto rizosfera", que afecta a otros mu-
chos microorganismos del suelo, ya que éste consiste en
una estimulacién inespecffica de los microorganismos del
suelo por cualquier planta que exista en sus proximidades,
mientras qﬁe en el caso de Rhizobium se trata de una esti-
mulacién selectiva (39) consistente en que las distintas
especies del género se afectan poco por plantas no legumi-
nosas, mientras que son fuertemente estimuladas por plantas

‘leguminosas y, ademfs, una determinada estirpe-de Rhizobium



10

es més intensamente estimulada por la planta para la’cual
es especf{fica que por otras leguminosas, Hay autores (10)
que ponen en duda este efecto espec{fico de estimulacidén
de las leguminosas sobre Rhizmobium y, por supuesto, nie-
gan la estimulacién preferencial de aquellas eétirpes que
le son especf{ficas, Incluso se mencionan casos de efectos
negativos de leguminosas sobre los rizobios, como los des-
critos por Bonnier (8) acerca del efecto desfavorable de

Trifolium subterraneum, Centrosema pubescens y otras le-

guminosas, porque difunden materias téxicas desde el peri-
carpio de la semilla,

De este esquema general que hemos expuesto acerca de
la estimulacidén del crecimiento de Rhizobium por accién
de leguminosas especfficas se apartan algunos casos excep=
cionales, como puede ser la estimulacién intensa de Rhizo-

bium trifolii por rafces de algodén (39).

Un fndice de esta estimulacién especffica de Rhizo=
bium por las rafces de leguminosas es el cociente R/S(nﬁ-
mero de bacterias en la rizosfera de la leguminosa partido
por el nfimero de bacterias en el suelo)j; para Rhizobium

2 6

esta razén R/S oscila entre 10 y 10 , mientras que para

otras bacterias, en la rizosfera de la misma leguminosa,
2
este cociente est{ comprendido entre 10 y 10~ y afin en los

3

casos mds ventajosos nunca sobrepasa el valor® de 107, Es~-

ta estimulacién tiene efecto hasta una distancia de 10 a
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20 mm de la rafz (39) y su mecanismo no estd atm muy bien
conocido, pero se cree que estd en gran parte determinada
por la emisién de exudados radicales por las leguminosas,

que actéian selectivamente sobre los rizobios,

1.1;2.- Exudados radicales de las leguminosas,=-

Dadoe que gran parte de nuestro trabajo experimental
est{ encaminado al estudio del efecto de los exudados ra-
dicales sobre la produccién de AIA por Rhizobium a partir
del triptéfano, creemos conveniente exponer con cierto
detalle los datos que hemosvrecogido en la bibliograffa
acerca de la composicién de tales exudados,

Segfin Rovira (55, 54), los exudados radicales son
m€{s variados y abundantes en las leguminosas que en otras
plantas, Las leguminosas excretan ﬁp gran nGmero: de sus=-
tancias en la rizosfera, principalmente azdcares, amino-
4cidos y algunas vitaminas, Por otra parte, Rovira ha en-
contrado también en los exudados radicales de leguminosas
nucleétidos y varios enzimas, Seg(n Dért ¥ Mercer (10)
pueden ser integrantes de estos exudados productos de de=
gradacién de células radicales,

Rovira (56) también encontrd que de seis legumino-

sas ensayadas, la biotina era excretada siempre y la nia-
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cina y el 4cido pantoténico generalmente también; pero
la tiamina, que es un factor esencial para el crecimien=
to de Rhizobium, era excretada de forma esporddica, Ade-
mds, en condiciones naturales el Rhizobium depende bas-~
tante de la excrecién de tiamina por otros microorganis~
mos existentes en la rizosfera, De tal forma que, ademds
de la planta hospedadora, otros microorganismos presen=
tes pueden estimular el crecimiento de Rhizobium,

Van Egeraat (68) observé que la adicién de una fuen-
te de carbono al medio aumenta considerablemente el efec~
to de los exudados radicales en cuanto a su estimulacién
sobre el crécimiento, iﬁdicando que estaban presentes una
cantidad grande de compuestos nitrogenados en estos exu-
vdados, durante los primeros estados de crecimiento, mien-
tras que hidratos de carbono asimilables se encontraban
eh cantidades limitantes, En este mismo trabajo se men-~
ciona que son las rafces laterales las que ejerden un
efecto crucial en la estimulacidén de los rizobios que se
encuentran en la rizosfera, Este mismo autor trabajando

con exudados de Pisum sativum, encontré dos compuestOs,

que portan uracilo, que al parecer son intermediarios del
metabolismo de los dcidos nucleicos, Van Egeraat ha com=-
probado asimismobla liberacién de cantidades considera=-
bles de homoserina, principalmente durante la formacidén

de la primera rafz lateral, aunque también se realiza
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en fases posteriores, Un dato interesante consiste en

que cuando la rafz ain no ha producido rafces laterales,
sus exudados no producen efectos estimulantes sobre el
crecimiento de Rhizobium; m€s bien, al contrario, se
observa una disminucién grande del ndimero de bacterias,; lo
-que puede indicar que en las primeras fases de desarro=-
llo radical hay una excrecién de sustancias téxicas por

la rafz principal,

Segln Kaunat (28), los aminodcidos alanina, 4cido
aspértico y 4cido glutdmico se encuentran frecuentemeﬂte
en los exudados radicales,

Ademds, otros autores (29, 39) encuentran el trip=-
t6fano como componente normal de los exudados radicales.
Quizds este aminodcido tenga una gran importancia en el
proceso de curvatura de los pelos radicales ya que te-
niendo en cuenta que la planta no exuda ATA y que este
se encuentra en la rizosfera, y por otra parte que la
reaccién de curvatura es tfpica de las auxinas, se puede
plantear la hipétesis de que Rhizobium transforma el
triptéfano exudado §or la planta, produciendo ATA, que
provocarfa la curvatura de los pelos radicales,

Asimismo, dado que los filtrados obtenidos de célu-{
las que se desarrollan en la rizosfera provocan esta cur-
vatura con mayor eficacia que los filtrados de células

cultivadas en laboratorio (40), cabe suponer la existen=~
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cia de algién cofactor producido por la rafz, que coadyu-
varia con el efecto manifestado por el ATA,
Nutman (40), resumié todo el proceso de la prein-

feccién con un esquema, que se representa en el cuadro II,

Cuadro IT,~ EsQuema del mecanismo de la fase de preinfec=—
cién de la rafz en el establecimiento de 1la

simbiosis Rhizobium-leguminosa,

e T S e St G TES P e T T e T — T S S v S AR SR A A St S v St Sy e e e T P S TR foe e v S St A TS T S S S W SO
e e e R e =i Rp R =R e L S .

BACTFERIAS RAICES

Exudados radicales no
L —"espec{ficos

Multiplicacién de la
bacteria

Exudado de triptéfano

\\tiggfi:for desconocido

Curvatura de los pelos
absorbentes

Oxidacién haSta ATA

Polisacdridos bacterianos

Induccidn de poligalacturo-

nasa >

INFFCCION ¢ Exudado de poligalacturo-
nasa
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Recientemente, este esquema de la fase de la preinfeccidén
~se ha visto modificado por nuevas aportaciones, entre las
cuales podemos destacar en primer lugar las realizadas por
el propio Nutman, quien en 1976 (40a) ha propuesto un nue=-
vo esquema para la fase de la preinfeccidén, en el cual se
le atribuye al ATA una influencia sobre la densidad de los
pelos radicales, su longitud, forma y ramificaciones; sin
embargo, no se acepta su intervencién en la curvatura de
los pelos absorbentes que se lleva a cabo antes de la in-
feccién, Esta curvatura estar{a provocada por diversos;ele-
mentos, no muy bien identificados, Por otra parte, Oliva-
res (41), basdndose en datos experimentales ha demostrado
que existe una relacién entre la induccién de la poliga~-
lacturonasa de la planta por Rhizobium y la produccidén de
ATA por éste, debido a la influencia del polisacdrido cap-
sular de Rhizobium sobre la emisién de triptéfano por par-

te de los exudados radicales de la leguminosa,
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1.1.3.- Produccién de ATA a partir de triptéfano,~-

De todo el proceso de la preinfeccién, el paso que
més nos interesa es el de la conversién oxidativa de trip-
téfano en ATA, por Rhizobium,

La produccién de ATA ha sido muy estudiada, en una
gran variedad de microorganismos, En lo que se refiere
a hongos, la revisién de los estudios experimentales,
principalmente, corresponde a Gruen (24), Posteriormente
también han aparecido varias publicaciones en las que se
describe la produccién de auxinas por hongos (42), |

Una revisién importante en este aspecto es la de
Barea y Montoya (2), quienes recopilan y comentan los da-
tos sobre este tema y que nosotrés resumimos a contihua-
cién, La producciédn de auxinas por bacterias ha sido muy
estudiada, Fn 1938, Raznisina fué el primero que reveld
la existencia de sustancias de naturéleza auxfnica en cul-

tivos de Azotobacter, y Bukatsch y col, los primeros que

identificaron el ATA en dichos cultivos, Un estudio im=
portante sobre la producciédn de ATA en cultivos de Azoto-

bacter chrococcum fué realizado por Brown y Walker (9),

quienes ponen de manifiesto tanto una sfntesis como una
degradacién posterior del ATA producido., Estos autores

también intentaron una transformacién del triptéfano en

ATA por células lavadas de Azotobacter chrococcum, pero

no lo consiguieron, También se ha puesto de manifiesto la
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transformacién de triptéfano en ATA y 4cido indol 14c~-

tico (AIL) por especies de Agrobacterium y de Arthrobac~-
fer;

Segtin ha demostrado Kaunat (28), algunos aminofci=-
dos inhiben la producciédn de ATA por bacterias, a partir
del triptéfano, En efecto, este autor trabajando con bac-
terias tfpicas de la rizosfera, pertenecientes a los gé-

neros Achromobacter, Micrococcus, Microbacterium, Agro-

bacterium, Pseudomonas, Bacillus y Actinomyces, encontrd

que todas las estirpes eran capaces de formar ATA a par-
tir del triptéfano, pero que la adicién de alanina, ci-
do aspdrtico y 4cido glutdmico, que son aminodcidos exis~.
tentes en los exudados radicalés, inhibfa la transforma-
cién de triptéfano en ATA, en casi todos los casos, Asi=-
mismo, la adicién de hidrolizado de caseina inhibfa com=~
pletamente la transfor@aci6n de dicha sustancia, en la
mayorfa de los microorganismos mencionados,

También se ha demostrado que las bacterias pueden
degradar el AYA, Asf, Libbert y Rish (34) aislaron 109
bacterias de la superficie de la parte aérea y de la rafz
de plantas cultivadas por sistema hidropdénico, De estas,
53 fueron capaces de transformar el triptéfano en ATA y
15 de ellas podfan destruir el ATA; 13 bacterias eran ca-

paces de sintetizar y de destruir el ATA, Estas bacterias
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pertenecfan a los géneros: Pseudomonas, Achromobacter,

Alcalfgenes, Bacillus y Flavobacterium, Al parecer la

degradacién del ATA se lleva a cabo solamente en unas
condiciones determinadas, como puede ser la ausencia de
una fuente de carbono,

También se ha estudiado la produccién de ATA por bac~
terias pertenecientes al género Rhizobium, tanto en culti=-
vos como en suspensiones de células lavadas, Asf, Kefford
y col, (29) encontraron que cuando se cultivaban plantas

de Trifolium subterraneum en agua destilada estéril, duran-

te tres semanas, se detectaba la presencia de triptéfano

en el agua, Si se inoculaban «on Rhizobium trifolii tres

dfas después de iniciado el experimento, se encontraba ATIA,
lo cual demostraba que la sfntesis de este compuesto era
el resultado de la acciédn sinérgica entre los dos elemen=-

tos: la leguminosa y el Rhizobium, Olivares (41), ha demos-

#

trado que la enisién de tript6fano;por los exudados radi=-

cales de la leguminosa estd influenciada por la presencia

del polisacdrido de Rhizobium. Megfas (36) y Gutiérrez Na~
varro (25), han comprobado la produccién de ATA por diver~-
sas estirpes de Rhizobium cultivadas en medios que tienen

triptéfano, Por otra parte, Larsen y col, (33) lograron

demostrar la sfntesis de algunos compuestos indélicos por

Acetobacter xilinum, cuando se incubaban células lavadas
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esta bacteria en una solucién de tript6fano; obtenien-
dose un consumo de éste, aproximadamente, del 5% ini=-
cial{

E1l autor que ha estudiado con mayor detenimiento
el metabolismo del triptéfano por cultivos de Rhiiobium
ha sido Rigaud, a juzgar por la gran cantidad de publi-
caciones suyas que existen sobre este tema (46, 47, 48,
49, 50, 51, 52, 53), Por ello comentaremos a continua=
¢i6n los resultados mds interesantes de este autor:
En 1966 (51), detectd 4cido indol 14ctico y triptofandl,
‘en un medio de cultivo 1lfquido de Rhizobium, sugiriendo
que estos compuestos estdn relacionados con la biosfn-
tesis de AIA{ més tarde (50, 49) demostré la formacidén
de aldehf{do indol acético por Rhizobiumby puso de mani=-
fiesto que, con triptamina en el medio de cultivo, los
rizobios son capaces de sintetizar triptofanol y ATA,
vfa aldehfdo indol acético, En 1970 (47), demuestra que
el paso de triptéfano a ATA y ATL es favorecido por agen-
tes transaminantes, como fosfato de piridoxal y 4cido 2=~
cetoglutédrico; los resultados obtenidos con este cetodci=~
do los explica suponiendo que favorece la desaminacién
del triptéfano bara dar 4cido indol pirtGvico, interme-
diario de la vfa de sfntesis del ATA, Como el AXL o8 un

subproducto metabédlico formado directamente a partir del
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dcido indol pirfivico, su sfntesis también se ve favore-
cida por la adiciédn de este agente transaminante, Por
otra parte, basdndose en 165 datos obtenidos, formula la
hipb8tesis de una posible ruta de biogénesis del ATA f
ATL a partir del triptéfano, Asimismo.(46), establece
una relacidédn entre la fase de crecimiento de Rhizobium
y el contenido de ATA del medio, que contin@a aumentando
incluso durante la fase estacionaria de crecimiento, que
comienza aproximadamente al 42 o 5?2 dfa de incubacién.

A los diez dfas de incubacién en medio 1fquido obtiene
1,5 ug/ml de ATA, Rigaud (47) también realizé trabajos
con suspensiones de células lavadas y pone.de manifiesto
que en estas condiciones la concentracién de AIL produci-
do es siempre superior a la de ATA y que ambas sustancias
presentan un intermediario com@in que podrfa ser el 4cido
indol pirfivico, También estudia (46) la degradacién de
ATA por células lavadas de Rhizobium en tampén de pH:6,5
v encuentra que esta degradacién disminuye con la edad
del cultivo con el que se realiza la suspensién de célu~
las lavadas, Rigaud (53, 64), también ha estudiado la
produccién de ATA por bacteroides llegando a la conclu =
sién de que estas formas rizobianas también son capaces
de llevar a cabo dicha produccién, En 1974 Rigaud, en

colaboraciédn con Trinchant (65), purifica la lactato des-
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hidrogenasa de Rhizobium meliloti y demuestra que esta

enzima cataliza la reduccién del 4cido indol pirfvico a
4cido indol 14ctico en presencia de NADH, pero no detec=-
taron el paso inversd, de indol 14ctico a indol pirGvi-
co en presencia de NAD, Basdndose en estos resultados
completan el esquema general del metabolismo del tripté-
fano por Rhizobium, que queda definitivamente como se

observa en el cuadro IIT.

Cuadro IIT.,- Ruta de biosintesis del AIA, a partir de .

triptéfano, por Rhizobium,
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Triptéfand
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Acido indol pirtvico — 5 Acido indol lacti
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Indol acetaldehfdo

Triptofanol Acido indol acético
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Como puede apreciarse en dicho cuadro, estos autores
consideran que el paso de AIL a 4cido indol pirtvico no
puede realizarse, Sin embargo, cabe seflalar que resulta-

dos preliminares obtenidos en nuestro laboratorio (25)



sugieren que la reaccién puede cursar en ambos sentidos.

l.1.4,~ Anflisis cuantitativo del ATA,~

A pesar de los numerosos trabajos realizados sobre
la produccién de ATA por microorganismos, la valoracién
de esta sustancia en los lfquidos metabélicos tropieza

con una serie de problemas técnicos, especialmente los
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motivados por la presencia de AIL en los lfquidos metabé~

licos, que interfiere con los andlisis basados en métodos

espectrofotométricos y fluorimétricos (17, 26, 30). Los
autores que han trabajado en este campo o bien han igno=-
rado este problema v por tanto sus resultados pueden es-
tar sujetos a errores, o bien han tratado de resolverlo
empleando una separacién cromatogrdfica previa (37, hh,
43) o una valoraciSn biolégica, basada en la actividad

hormonal del ATA o por su efecto sobre el crecimiento de

Saccharomyces cerevisiae (3),

Los métodos de valoracidn del ATA més generalmente

empleados se pueden reducir a los siguientes:

’
a) Determinacién colorimetrica, valiendose de la reaccidn

de Salkowski, modificada por Pilet (67).

b) Separacién cromatogrifica y determinacién cuantitativa

de los productos midiendo la radioactividad de las man-

chas. (37, 43, 4i4),

¢c) Valoracién biolégica, calibrando su efecto hormonal o
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bien su efecto sobre el crecimiento de Saccharomyces

cerevisiae (3).
*d)rMéfédos espectrofotométricos y fluorimétricos (17,
26, 30). | |

Recientemente, Gutiérrez Navarro (25) ha pueéto a
punto un método qué permite la valoracién por métodos
colorimétricos del ATA, en presencia dé AIL y que des-

cribiremos en el capftulo dedicado a Material y M&todos,

1.1,5.~ Taxonomfa_  del género Rhizobium,-

La taxonomfa de Rhizobium es de las mds discutidas
de toda la Bacteriologfa; la principal causa de ello es
que el criterio decisivo para la identificacién de las
especies es la capacidad de la bacteria para producir no-
dulos en un determinado grupo de leguminosas, pero la
aplicacién de este criferio, ademds de ser muy laboriosa
puede conducir a grupos artificiales, En consecuencia han
aparecido un gran ntimero de trabajos sobre la taxonomia
de Rhizobium que llegan a conciusiones muy diferentes,
lo que ha acentuado la discusién planteada sobre el tema,

" Asf, Wilson, segfin se recoge en la obra de Dommerges
y Mangenot (15), publicé en 1944 un trabajo titulado "qui-

nientas razones para abandonar los grupos de inoculacién
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cruzada de las leguminosas", en el cual considera que

las propiedades infectivas, por sf solas, no siempre pue-
den diferenciar las especies de "bacterias de los nédulos
de la rafz", de una forma clara, De la misma forma se
manifiestan otros autores, como Bonnier (7), Graham (22,
23), Lange (31) y Norris (38),

| En 1963, Graham (21) prepard antisueros frente a

58 estirpes de bacterias aisladas de nédulos y 16 de Agro-

bacterium, probando su accién frente a 113 estirpes de

Rhizobium, 20 estirpes de Agrobacterium y otras 20 de
bacterias a las que consideraba relacionadas con ambas,
llegando a la conclusién de que se pueden distinguir tres

grupos serolégicos entre las bacterias del género Rhizo-

bium: (1) R.trifolii, R,leguminosarum y R,phascoli

(2) R.1lupini, R.japonicum y Rhizobihm spp v (3) Remelilo-
ti, Basdndose en estos resultados y’en otros posteriormen-
te publicados, este mismo autor (22, 23) propone una reor-
ganizacién del género Rhizobium, que quedarfa dividido en

dos especies: Rhizobium meliloti y Rhizobium leguminosarums

en la primera de ellas quedarfan englobadas: R.meliloti,

Agrobacterium radiobacter y Agrobacterium tumefaciens,

mientras que en la segunda quedarfan: R.leguminosarum,

R.praseoli y R.trifolii, Las otras dos especies: R.,lupini

vy R.japonicum y el grupo Rhizobium spp, que coincide con el

llamado grupo "cow pea", se encuadrarfan en un nuevo géneros
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Phytomyxa. Esta nueva clasificacién propuesta por Graham
puede resumirse en el cuadro IV, tomado de la obra de

‘Dommerges y Mangenot (15),

Cuadro IV,~- Clasificacién de los Rhizobium, seg@in Graham,

SEESESETEETSESaTSSSSSSSSSESCSSSSSsSjsSSsSSsSsssssSsSssIsSSsSEg
Género Especies Especies anteriores
Rh.leguminosarum
Rh, leguminosarum Rh.trifolid
Rhizobium Rh, faseoli
(crecimiento
generalmente
répido) Rh,meliloti
Agrobacterium radio
Rh,meliloti
bacter
A, tumefaciens
Phytomyxa Rh, lupini
(crecimiento. Ph, japonica Rh. japonicum
gemeralmente Grupo "cow pea"
lento)
S SR IS

Graham (22) y Graham y Parker (23) publican en el
afio 1964 dos trabajos que son fmuy importantes desde el pun-

to de vista de la taxonomfa de Rhizobium, En el primero de
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ellos se aplican las técnicas de computadoras al estudio
taxonémico del género. Estudia 83 estirpes del género

Rhizobium y 38 pertenecientes a Agrobacterium, Chromobac~

terium (que en la séptima edicién del Bergey’s apare-
cfa como un tercer género de las rizobiaceag), Beijerinc-
kia (fijador libre de nitrégeno) y Bacillus, Para deter=-
minar las afinidades entre estos microbrganismos emplea

el estudio de cien caracteristicas, como son: necesidades
de factores de crecimiento, utilizacién de distintas fuen-
tes de carbono y de nitrégeno, resistencia a los antibié=-
ticos, caracterfsticas morfolégicas, tanto de las células
como de las coionias, pruebas bioqufmicas e infectividad,
Con este tipo de andlisis numérico llega a la conclusién

de que los géneros Chromobacterium, Beijerinckia y Bacillus

estdn poco relacionados entre sf y con el resto de las
bacterias que son estudiadas, Los resultados obtenidos con

Rhizobium y Agrobacterium concuerdan con los obtenidos an~

teriormente, manteniendo la idea de crear un nuevo género,
Phxtomzza; En el trabajo de Graham, este llama la atenci®n
acerca de que no todas las caracter{sticas estudiadas pre-
sentan el mismo valor taxonémico, Asf, en el trabajo de
1964 (23) hace un estudio del valor taxonémico de las ca=
racter{sticas estudiados por ellos en su trabajo y que tam-
bién habfan sido utilizadas por otros investigadores para

caracterizar las "bacterias de los nédulos de la rafz",



R7

Llegan a la conclusién de que mediante los test de nodu-
lacién solamente se pueden distinguir tres grupos de Rhi~-
zobium, pero que existen otras caracterf{sticas taxonémi-
cas, como son: necesidades de tiamina y pantotenato c4l-
cico, crecimiento a pH 4,5 y 9,5, crecimiento a 37°¢ C,
tolerancia a una salinidad del 2% de Cl Na en los medios
de cultivo, reduccién de nitratos a nitritos, tamafio de
las colonias y presencia de grédnulos metacrométicos, que -
pueden ser utilizadas para la identificacién de las dife-
rentes especies, ¢
La discusién taxonémica sigue aun después de los tra=-
bajos de Graham y, con la introduccién de nuevos criterios,
~se agudiza la discusién acerca de este tema, Uno de los
criterios empleados més‘recientemente se basa en el estu-
dio de las caracter{sticas del ADN (13, 14, 16, 18, 27).
Asf, De Ley y Rasel (lh), basdndose en las propiedades del
ADN de distintas estirpés de Rhizobium propusieron ﬁna cla~-
sificacién, que fundamentalmente coincide con la de Graham,
Estudiaron los contenidos de citosina y guanina de 85 es~
tirpes de Rhizobium, asf como la distribucién de sus fla=-
gelos, encontrando una relacién entre ambas propiedades,
Con los resultados obtenidos dividen a los Rhizobium en
dos grupos:
Grupo I.~ En este grupo quedan comprendidos los rizobios

con flagelos perftricos, con crecimiento rgpido en los me-
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dios de cultivo con extracto de levadura y con un conteni-
do bajo de citosina mfs guanina, Estos microorganismos se
encuentran repartidos en los diStintos grupos de inocula~-
cién cruzada, estudiados por estos autores, dividiéndolo

en dos subgrupos, a los que llaman: Rhizobium leguminosa-

rum y Rhizobium meliloti.

Grupo IT,~ Microorganismos con flagelo subpolar, crecimien-
to lento en los medios de cultivo con extracto de levadu=-
ra y alto contenido de,cifosina m4s guanina, Este grupo

forma nédulos principalmente en Lupinus, Glycine, Vigna,

Lotus y Wistaria y los autores lo agrupan en una sola es-—

pecie: Rhizobium japonicum, que coincide con Phytomyxa

japonica de Graham, Estos dos grupos estdn muy relaciona-
dos, debido a que los % de citosina m€s guanina estdn muy
préximos y , en algunos casos solapan; ademd{s, algunos de
los integrados en el grupo I presentan flagelo subpolar o
polar, Segin éllos, pues, sélo se pueden distinguir tres

especies de Rhizobium{ Rh, leguminosarum, Rh,meliloti y -

Rh,., japonicum, estando las dos primeras més relacionadas

entre s{ que cualquiera de ellas con la tercera,

De Ley y col, (13), también hicieron un estudio de

L5 estirpes de Agrobacterium, comparindolas con otros mi-
croorganismos que en principio consideraron relacionados

con 61, llegando a la conclusién de que Agrobacterium,

Rhizobium leguminosarum y Rhizobium meliloti tiemen un con-
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tenido de citosina més guanina muy parecido., Ademds,ba=-
sdndose en los resultados de Klein y Klein que ellos re~-
Hcogen (13), seg@n los cuales es posible la transformacién

entre Rh,leguminosarum y Agrobacterium, lo que demuestra

una gran homologfa entre sus ADN, De Ley y col, proponen

la inclusién de Agrobacterium dentro de Rh.leguminosarum,

lo que estd bastante de acuerdo con la clasificacién de

Graham, que también inclufa las especies de Agrobacterium
dentro del género Rhizobium, concretamente dentro de Rh,
meliloti, Basédndose en consideraciones similares incluyen

a Beijerinckia dentro de Rh, japonicum,

Ademds de estos trabajos existen otros, realizados por
hibridacién de ADN de diversas estirpes (27, 18), los cua-
les llegan a conclusiones muy concoﬁdantes con los resul~
tados de Graham y De Ley, aunque espén realizados con téc~
nicas muy diversas,

Otros estudios lo han realizado Gostkowska (20), me=-
diante estudios fisioldgicos; Staniewski y Kowalska (61),
mediante técnicas de sensibilidad a fégos; Strzelcowa (62),
mediante técnicas de tipificacién de microorgénismos, basdn~-
dose en sus antibiogramas, Todos estos trabajos mencionados
apoyan fuertemente la hip8tesis de Grahamn,

Sin embargo, no todos los autore§ estdn totalmente
acuerdo con ellas, Asf, en 1966 Abdel-Chaffar y Jensen (1)

encontraron cuatro estirpes de Rhizobium lupini, aisladas
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de Lupinus densiflorus, que presentaban rdpido crecimiento

en los medios con extracto de levadura y, ademds, nodulaban

en Lotus y Anthyllis, que no pertenecen al grupo‘'de inocu-

lacién cruzada de Lupinus, por lo que proponen la desapari=

cién de Rhizobium lupini como especie y que las bacterias

pertenecientes a ella queden englobadas en Rhizobium legu=-

minosarum, propuesto por Graham, mientras que algunas estir-

pes de RhiZobium lupini de crecimiento lento podrfan quedar

englobadas en Phytomyxa japonica, especie propuesta por Gra=-

ham, También ‘T Mannetje (63) presenta algunas conclusio=-
nes discordantes con las afirmaciones de Graham, principal~-
mente en lo que respecta a la inclusién de varias especies

de Agrobacterium dentro del género Rhizobium,

Como puede apreciarse en esta breve revisién de los
principales trabajos sobre la taxonomfa del género Rhizobium,
a pesar del esfuerzo de los distintos autores ﬁor introdu-
¢cir nuevos criterios v4lidos, no se ha llegado a ninguna
clasificacién aceptable de las especies de este género.
Prueba de ello es que en la octava edicién del Bergey’s no
se establece una clasificacién definitiva del gémnero y se
sigue utilizando como criterio importante el ensayo de nodu=-
lacién, |

Finalmente,cabe sefialar que recientemente Werner y Ber-
ghaliser (70) han demostrado que es posible distinguir espe=

cies de Rhizobium atendiendo a la velocidad de captacién de
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distintos compuestos, como son el 4cido glutdmico, el
dcido 2=-cetoglutdrico y fosfato inorgdnico., Tal vez estos
resultados de Werner y Berghfuser abran la posibilidad de
encontrar diferencias especfficas en cuanto al efecto de
distintas sustancias existentes en los exudados radicales
de leguminosas sobre algunas actividades bioqufmicas de

los rizobios,

Como resumen de los datos bibliogréficos que hemos
expuesto en esta introduccidén podemos destacar los siguien-
tes hechos:

1) Aunque el estudio de la fase de preinfeccién ha reci=-~
bido mucha atencién, todavfa no est{ del todo claro el me=
canismo mediante el cual la planta regula la actividad bio=-
qufmica de los rizobios en la>rizosféra, especialmente la
produccién de ATA, auxina que segin se admite es esencial
para la deformacidén de los pelos radicales.

2) Existen discrepancias en cuanto a la validez del test

de nodulacién como criterio taxonémico para la identifica-
cién de las distintas especies de Rhizobium,

Por ello nosotros hemos crefdo interesante encaminar
la mayor parte del trabajo que sometemos a la considera=
cién del tribunal, hacia el estudio del efe¢to de los exu=~
dados radicales de leguminosas sobre la produccién de ATA

por bacterias del género Rhizobium,
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Como veremos en su momento los resultados de este es—-
tudio nos hanpermitido contribuir al esclarecimiento de
‘los dos problemas que acabamos de destacar, En efecto,
por un lado, éreémos haber encontrado datos que pueden ex=
plicar la accién reguladora de la plantabsobre la produc-
cién de auxina por Rhizobium, y al mismo tiempo encontrar
cierto grado de especificiaad en el ¢omportamiento de los
rizobios, especificidad que puede ser un punto de partida

para revisar la taxonomfa de este género,




2, MATERIAL Y MUTODOS
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21.,~ Material,~-

2,1.1.,~ Microorganismos,~

2e1l.1.1.~ Microorganismos del género Rhizobium, -

En nuestro trabajo se utilizaron las siguientes es-
tirpes de Rhizobium, cuya designacién y procedencia se in-

dican a continuacién:

Estirpe Procedencia
Rh.meliloti (RS, 94) Cedida por la Dra, Schiel (Ar-

gentina),

Rh.meliloti (RS,96) "

Rh.meliloti (RS,138) Cedida por el Prof, Montoya

(Granada),

Rh,meliloti (RS,168) Cedida por el Dr, Labandera

(Instituto Nacional de Investi-
gaciones Agroundmicas)

Rh,meliloti (RS,171) ' "

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

los de Trifolium sp.

Rh,trifolii (RS,90) _ Cedida por la Dra. Schiel (Ar-

gentina),

Rh,trifolii (RS.91) "




Rh,trifolii (RS,169)

Rh,trifolii (RS.170)

Rh,lupini (RS,100)

Rh,lupini (RS,110)
Rh, lupini (RS,108)

35
Cedida por el Dr, Labande~
ra (Instituto Nacional de
Investigaciones Agronémi-~
cas)
11
Aislada por nosotros de

nédulos de Lupinus sp.

"

2,1.1,2,~- Microorganismos pertenecientes a otros géneros.-

También se utilizaron otras bacterias, pertenecien=-

tes a las siguientes especies:

Especie

Agrobacterium tumefaciens

Klebsielln aerogenes

Pseudomonas aeruginosa

Micrococcus flavus

-Lactobacillus fermenti

Saccharomyces carlsbergensis

Procedencia

Dpto., Microbiologfa de
la Facultad de Ciencias

de Sevilla,

"

Cedido por el Prof, Gui-
nea (Universidad de Bar-

celona).
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2,1.2.~- Semillas vegetales,-

En nuestro trabajo hemos utilizado semillas de las

siguientes especies vegetales, cuyo origen indicamos:

Especie Procedencia
Trifolium alexandrinum Adquiridas en el comercio.

Medicago sativa "

Lupinus angustifolium Recolectadas por nosotros,

2;1.3.— Sustancias qufmicas utilizadas.=-

Los aminodcidos triptéfano, alanina, 4cido aspdr-
tico y 4cido glutdmico, asf como el fosfato de piridoxal,
el pirofosfato de tiamina, la alcohol deshidrogenasa y
la ninhidrina fueron servidas por la casa SIGMA CHEMICAL
Co., de St, Louis (U,S.A.).

El 4cido 2~-cetoglutdrico utilizado procedfa de 1la
casa MERCK,

La nicotinamida adenina dinucleétido (NAD) fué servi-

da por la casa SERVA de Alemania,
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2.,2,~ Métodos,~

2.,2,1,=~ Aislamiento, cultivo v mantenimiento de los mi~

croorganismos, -

2,2,1,1.~- Aislamiento de Rhizobium.-

Para el aislamiento de los rizobios se tomaron plan-
tas noduladas pertenecientes a las especies mencionadas en
el apartado de Material, antes de la época de floracién
para asegurarnos que los nédulos se encontraban activos;

Se cortaron los nédulos, siendo posteriormente someti-
dos al siguiente tratamiento, descrito por Vincent (69):

a) Se lavaron previamente con agua destilada estéril para
eliminar los restosvde suelo que pudieran llevar adheridos,
b) Se sometieron a la accién del et%nol al 95%, durante
unos pocos segundos y posteriormenté fueron sumergidos du-
rante 3 8§ 4 minutos en una solucién acuosa de Cl, Hg al 0,1%,
acidificada con 4cido clorhfdrico dilufdo.

c¢) Los né8dulos asf desinfectados fueron lavados varias ve-
ces con agua destilada estéril, siendo posteriormente tri-
turados en condiciones asépticas, obteniendose finalmente
un 1fquido lechoso que utilizamos como inéculo,

d) Este l1fquido se sembré en placas de Petri, que contenfan

25 ml del medio YMA, cuya composicién es la siguiente:
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POhHKz.......OOO00..'00'.0.0..0,5

SOhMgo7 Hzo‘........OO.O....'DO’2

g
€
Cl NBoveososveascseooncsosnssseneesOyl g
Extracto de ievadura..........O,u g
Manitolesssececoecscsoeeoaeeesll,0 g
Agar.........................20,0 g
Agua destiladasseeseesccceesssely,0 Litro
PHe e tveevconsoccavocsososseoesbyg5=7,0,

Este medio se esterilizé en autoclave a 1212 C, du-
rante 20 minutos y, una vez enffiado a 452 ¢, se le afladie-
ron 2,5 ml de cristal violeta al 5%, previamente esterili=-
zado por filtracién,

Las placas fueron incubadas a 28? C y cuando se obtu=-
vieron colonias apreciables, se aislaron aquellas que no
concentraban el colorante,

Las colonias aisladas fueronvsembfadas en tubos que
contenfan el medio YMA, al que se habfa afiadido COBCa (59)
hasta una concentracién del 3% como agente neutfalizante Y
para prevenir la inhibicién que pudiera deberse al extrac-
to de levadura. Una vez desarrollados en los tubos de ensa-
yvo, se extendieron nuevamente en el medio YMA con cristal
violeta para comprobar su pufeza. Posteriormente se com=

probd su capacidad de nodulacién en la correspondiente le-

guminosa,
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2,2,1.,2,~ Cultivo de los microorganismos,=-

El cultivo de los rizobios para obtener células en
abundancia se realizé§ en . medio YMA l{quido preparado con
L g de extracto de levadura y agua de grifo. Este medio se
esferiliz6 en autoclave a 121?2 C, durante 20 minutos, Se
inocularon matraces de 500 ml con 250 ml de este medio y
se incubaron en agitador vibratorio a 28?2 C durante tres
dfas, excepto para algunas estirpes de Rh,lupini, que re=-
quirieron un tiempo mayor de creéimiento. En cualquier ca=
so, los cultivos se tomaron en el comienzo de la fase e;ta-
cionaria o en la fase exponencial tardfa,

Fl cultivo de las otras bacterias fué realizado asi=-
mismo en el medio YMA l1l{quido, con el objeto de que estuvie-

ran en las mismas condiciones durante sus fases de crecimien-

to, para poder realizar comparaciones posteriores,

2.2,1.3,- Mantenimiento de los microorganismos,-

2,2,1,3,1.- Mantenimiento de Rhizobium,~-

Las estirpes utilizadas de Rhizobium fueron manteni-
das, como se describe en el proceso de aislamiento, en el

medio YMA, com CO4Ca al 3%,
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2.2.,1.3.2,- Mantenimiento de las otras bacterias.=-

Los cultivos de Agrobacterium tumefaciens, Kleb~

siella aerogenes, Pseudomonas aeruginosa y Micrococcus

flavus fueron mantenidos en medios de agar comfin median-

te siembra en picadura, Las estirpes de Lactobacillus

fermenti y Saccharomyces carlsbergensis fueron manteni-

das en agar-leche peptonizada también mediante siembra en

picadura,

2,2,2,- Obtencidén de los exudados radicales,-

2.2,2,1,~ Preparacién de las semillas,=-

las semillas procedentes de la recoleccién realiza-
da por nosotros fueron primeramente escarificadas; a las
que procedfan del comercio no fué preciso realizar este
tratamiento, Posteriormente fueron desinfectadas mediante
el siguiente tratamiento: se lavaron previamente mediante
agua del grifo, para eliminar partfculas que pudieran lle-
var adheridas, posteriormente se sumergieron en etanol al
95% en agua, durante cinco minutos, para pasarlas seguida-
mente a una soluci6n acuosa de Cleg al 0,2%, acidificada

con Cl1H dilufdo, durante un tiempo de cinco minutos, Pos~-

teriormente se lavaron repetidas veces, en condiciones
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asépticas, con agua destilada estéril; se extendieron en
placas de Petri estériles yASe secaron en la estufa a

28¢ c, durante 1=-2 horas,

2,2,2,2,~ Cultivo de las pléntulas,=-

La semillas desinfectadas y secadas, como se explica
en el apartado anterior, fueron colocadas sobre una malla
de gasa, sostenida por un soporte de vidrio, en el interior
de un pocillo (figura i),_de tél forma que esta malla que=-
dara suspendida a una determinada d%stancia del fondo délk
pocillo, El1 conjunto formado por elfpocillo, la malla uni-
da al soporte de vidrio y una tapa superior, fué esterili=-
zado en autoclave a 1212 C durante 20 minutos.

Sobre la malla, una vez esterilizado el conjunto, se
"colocaron, en condiciones asépticas, un nidmero determina=-
do de semillas, Posteriormente se afladfa al fondo del po-
cillo agua destilada estéril, en tal cantidad que la rela-
cién nfimero de semillas por mililitro de agua fuera de tres,
para las semillas de pequefio tamaiio, como son las de Igi-

folium alexandrinum y Medicago sativa y de 0,5 para las

semillas de mayor tamafio, como son las de Lupinus angusti-~
folium: Esta operacidén se realizé de tal forma que la
-malla y por tanto las semillas colocadas sobre ésta no es~-

tuvieran en contacto directo con el agua ‘del pocillo, pero
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que fuera posible que la malla mantuviera un alto grado

de humedad, que permitiera la germinacién de las semillas.
ﬂ El pocillo fué incubado a 28¢ C, en obscuridad, duran=~
te un espacio de dos a diez dfas, dependiendo del experi~
mento; intervalo en el cual se realizaba la propia germi-
nacién de las . semillas y las raicillas se introducfan por
los huecos de la malla, sumergiéndose en parte en el agua

( figura 2), A los dos dfas de¢ su puesta en germinacién

se observaba que précticamente el 100% de las raicillas na-

cientes estaban ya en contacto con el agua,

2.2,2,3.~ Obtencidén y esterilizacién del exudado,-

Los exudados se recogfan a distintos tiempos (2, 4,
7 y 10 dfas) de incubaciédn, En otros casos se cambid el
agua residual, después de un cierto tiempo en contacto con
las rafces, a fin de obtener exudados producidos en dis-
tintos intervalos de tiempo, para lo cual la malla junta=-
mente con las plédntulas se trasladaban a un nuevo pocillo
previamente esterilizado; esta operacién se realizaba en
condiciones asépticas y, posteriormente, se afiadfa la mis-
ma cantidad de agua destiladé estéril, que serfa la nueva
base recolectora de los exudados a partir de ese momento,

L1l agua que habfa sérvido para obtener los exudados

se recogfa y se sometfa a un proceso de esterilizacién por

filtracién a vacfo, a través de un filtro Sartorius con un
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poro de 0,45 micras de didmetro,

2,2,3,= Produccién de ATA por células lavadas,-

2.2,3,1.- Preparacién de los cultivos,=-

Una vez obtenidos cultivos abundantes de Rhizobium
o de las otras bacterias utilizadas en esta parte de nues~
tro trabajo, las células se recogfan por centrifugacién
asédptica en una centrifuga preparativa MSE HIGH SPEED 18
a 8,000 RPM, durante diez minutos, Posteriormente, las cé-
lulas fueron lavadas con tampén fosfato estéril, 0,1 M
(pH: 7,5) (47) y fueron resuspendidas en el mismo tampdén,
al que se habfa afiadido previamente triptéfano, esterili=-
zado por fiitraci6n, hasta una concentracién final de 1 mM,

En la mayorfa de los experimentos se ajust§ la con=
centracién de células, de forma que tuvieran una densidad
éptica de 0,5, medida a una longitud de onda de 600 nm,
Como se verd mds adelante esta concentracién de células fué
la que proporciond mejores resultados para nuestro traba-
Jo.

Estas suspensiones fueron incubadas a 28?2 C, durante
48 horas, la mayorfa de las veces en un agitador rotatorio,

pero en algunos casos se mantuvieron estdticas,
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2,2,3.2.~ Extraccién del ATA,-

Una vez finalizado el perfodo de incubacidén, se toma=
ron muestras de 80 ml de 1fquido metabdlico, Las muestras
obtenidas se sometieron a centrifugacién a 8,000 RPM, du~
rante 10 minutos, para eliminar las células; los lfquidos
metab8licos fueron sometidos al siguiente tratamiento, re-
comendado por Rigaud, para extaer el ATA: se recogié el so=-
brenadante al que , después de alcalinizar a pH:8,2, se
afiadié un volumen mitad de éter etflico, y se agité la
mezcla durante cinco minutos en agitador magnético, Una
vez separadas las dos fases, en un embudo de decantacién,
se recogié la fase acuosa y se acidificé hasta pH: 2,8,

Se afiadié nuevamente uﬁ volumen mitad de &ter y se agité
nuevamente en agitador magnético, durante cinco minutos,
transcurridos los cuales se recogif la fase etérea, que fué
evaporada a 502 C durante 2-4 minutos, en un rotavapor,

sin aplicar vacfo. El residuo sélido se disolvié en 20 ml

de alcohol etflico absoluto.

2.2.3.3.= Valoracién del ATA, =~

Las soluciones alcohélicas obtenidas fueron sometidas
a un método de valoracién, basado en la reaccién de Salkows-
ki, pero eliminando la interferencia del ATL en esta reaccién

con la técnica puesta a punto en nuestro laboratorio y des=-

crita por Gutiérrez Navarro (25).



L6

2.2.3.3.1.~ Reaccién de Salkowski,=—

la reaccién de Salkowski es un método colorimétrico
para la valoracién del ATA en muestras lfquidas, Estd{ ba-
sada en la reaccién de dicho compuesto indélico con el clo~
ruro férrico en medio fuertemente écidq. En efecto, el ATA
da un compuesto coloreado rojo, cuyo mdximo de absorcién
se sitdia a 530 nm, cuando reacciona con el reactivo de Sal-
kowski, modificado por Pilet, cuya composicién, descrita

por Rigaud (51) es la siguiente:

€1 ,Fe. 6 HyOvoesesees3,465 g
H2Ocooaocoao00000000'0300 ml

SOqu............Q".‘lso ml

Ahora bien, Ueda (67) ha indicado que en esta reaccién
se forman otros complejos de color amarillo pardo que inter-
fiereﬁ con el ATA, lo que hace necesario introducir una
correccién en las medidas8 de absorcién, consistente en de-
terminar la absorcién a 480 nm y 580 nm, La media de estas
absorciones, que viene dada por la expresién:(Auéof A586V2
es la atribuible a estos complejos secundarios, Asf, la ab=-
sorcién debida al ATA es la altura del pico de absorcién a

530 nm superior a esta media, que se calcula con la siguien-

te expresién:
Augo T 2580

530 2

A
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2.2,3¢3.2.~ Modificacién de Gutiérrez Navarro,-

Cuando las determinaéiones de ATA se hacen siguiendo
la técnica descrita por Salkowski y Pilet es necesario ase-
gurar la pureza de las muestras, puesto que en ellas pue~
den coexistir con el ATA otros derivados del indol, que
pueden falsear los resultados, Tal sucede en los lfquidos
metabblicos de Rhizobium en los que, junto con el ATA exis-
te siempre el AIL, que, por otra parte es imposible sepa-~
rar de aquél con la técnica de extracciédn adoptada por no-
sotros (25).Ell0.ha llevado a probar métodos de separacién
de ambos compuestos, el mds extendido de los cuales es un
método cromatogrédfico, que tiene el inconveniente de provo=-
car pérdidas de hasta un 20% (Rigaud, comunicacién perso-
nal), que son tanto més importantes cuanto menores sean
las cantidades a valorar,

A la vista de ello, Gutiérrez Navarro realizé un es-
tudio de la influencia del AIL sobre la absorcién debida
al ATA, llegando a la conclusién de que el ATIL siempre au-
menta la absorcién provocada por el ATA y que, cuando la
proporcidén entfe ambos compuestos es menor o igual que uno,
es bosible establecer una correlacién entre la absorcién de
tales muestras y la concentraciédn de ATA en ellas, ya que
el aumento de la absorbancia es proporcional a la cantidad

de ATIL presente en la muestra;
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De todo ello, deduce que es posible conocer la con=
centracién de ATIA en esas muestras, sin separar previamen-—
te esos compuestos, multiplicando la densidad éptica obser=
vada por una constante, cuyo valor es 46,16; pero para ello
es necesario asegurar que la proporcidn entre ambos sea
menor o igual que uno, es decir, que la concentracién de
ATL sea mayor o igual que la de ATA, Pero, como nosotros
mismos hemos comprobado, en los lfquidos metabblicos de
Rhizobium siempre se producen menos de 50 microgramos por
mililitro de ATA, de manera que &@&segurarse que la propor-
ciéﬁ entre ambos compuestos sea la deseada es fécil, pues-
to que basta afiadir 50 microgramos/ﬁl de AIL, Por otra par=-
te, ‘el mismo Rigaud (47) asegura que las células lavadas
de Rhizobium suspendidas en tampén, producen mds cantidad
de ATIL que de ATA, 1lo cual da atin mds seguridad al método,

Asf{, la muestra reactiva queda como sigue:

muestra problema.cececcescesssesel ml
solucién acuosa de ATLisesesss .l ml

reactivo de SalkOWSkicooovnocCOB ml

' En esta mezcla reactiva modificada se ha sustituido
el mililitro de agua por un mililitro de una soiuci6n acuo«~
sa de ATL, con una concentracién de 50 microgramos/ml,
La concentracién de ATA viene dada en microgramos/ﬁl

de la muestra inicial,

.
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Coﬁo puede apreciarse, la determinacién de la con=-
centracién de ATA en las huestras es un ﬁroceso laborio=-
so Que exige la lectura de absorcién a tres longitudes de
onda diferentes y luego, después de aplicar la correccién
aplicada por Ueda,multiplicar por el coeficiente calcula-
do por Gutiérrez Navarro y dividir por el factor de concen-
tracién de la muestra, Dado que al exponer los resultados
el consignar todas estas cifras producirfa una compleji=-
dad en las tablas correspondientes, hemos optado por omi=-
tir estas lecturas previas y reflejar dUnicamente el rééul-
tado final, con lo cual creemos que se consigue mayor cla=
ridad, Sin embargo y a tftulo de ejemplo creemos convenien-
te exponer con detalle la realizacién de uno de nuestros.
experimentos, consignando todos ios valores obtenidos y
los cdlculos necesarios para determinar la concentracién
final,

E1l experimento elegido como ejémplo es el correspon-
diente a los datos que se presentardn abreviadamente en
la tabla 6 sy bag. 7% v que se refieren a la influencia de

los exudados radicales de Trifolium alexandrinum, Medicago

sativa y Lupinus angustifolium sobre la produccién de ATA

por Rhizobium trifolii (RS{90); Para obtener los valores

finales procedimos de la siguiente manerag
Después de haber aplicado el proceso de extraccién del

ATA a las muestras, se tomé el extracto alcohélico final
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y se sometié a la reaccién de Salkowski, para lo cual
se tomé un mililitro de este extracto y se mezcld en un
tubo de Spectronic con un mililitro de una solucién acuo-~
sa de ATL y con tres mililitros del reactivo de Salkowski,
Esta mezcla se dejé reaccionar: durante una hora, a tempera=-
tura ambiente;‘al cabo de la cual se obtuvo el médximo de
la reaccidn coloreada (25). Una vez transcurrido este tiem=
po se midieron las absorciones de esta mezcla reactiva a
las longitudes de onda de 480, 530 y 580 nmj; posteriormen=-
te se aplicé§ el factor de correcciédn introducido por Ueda,
restdndole a la absorciédn correspondiente a 530 nm la me-
dia de las absorciones obtenidas a 480 y 580 nm, Se obtuvo
de esta manera un valor (X), el cual al multiplicarlo por
la constante de Gutiérrez Navarro (25) y dividirlo por el
factor de concentracién obtenido en el proceso de extraccién
nos da la concentracién de ATA presente en la muestra ori=-
ginal,

En la tabla 1 se representan detalladamente los valo=-
res encontrados, En ésta, los valores representados por A
corresponden a los valores de absorcién a cada una de las
tres longitudes de onda utilizadasy; X corresponde a los
valores de absorcién después de haber aplicado la correc=
cién de Ueda; X corresponde a los valores medios de X y
finalmente Y representa los valores medios de concentracién

de ATA, obtenidos al multiplicar X por la constante de Gu=
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Tabla 1l,- Detalle de las mediciones y cdlculos necesarios

para la obtencién de los datos.que se expresan en la tabla

6, (explicacién en el texto).

. TS vt T S A ST oo . et Sp S s T iy S i B B ey A Gt e e i At A T e fmd T GO M S Gt T S SN g SES v 4T VNS S T iy S wew Sima St mmy G mwe G S
- e e e . e e e e T R R R R L N R e R R R o L m E r L m T mn v 1 e o o e ot o s o Tt m e s e s e et

Exudado Augo Asgo  Asgy X X Y (i)
T, alexandrinum 0,40 0,68 0,08 0,44 | :

T, alexandrinum 0,36 0,62 0,08 0,40 | 0,42 1,14 30
T. alexandrinum 0,28 0,60 0,08 0,42

M. sativa 0,36 0,62 0,08 o0,bko §
M, sativa 0,33 0,58 0,07 0,38 | 0,39 1,08 34
M, sativa 0,3¢ 0,58 0,06 0,40

L. angustifoliumO,41 0,68 0,11 0,42

L,angustifoliuwm 0,37 0,64 0,08 0,41 | o,41 1,13 31
‘L.angustifolium 0,37 0,64 0,08 0,41

Sin exudado 0,50 0,90 0,11 0,60

Sin exudado 0,51 0,90 0,11 0,59 | 0,60 1,62 =
Sin exudado o,45 0,87 0,08 0,61
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Inhibicién, expresada en porcentaje de disminucién de

con respecto al control sin exudado,
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tiérrez Navarro y dividirlo por el factor de concentracién,

que en este caso es 17,

2,2,4, - Fnsayo de la degradacién del AIA por células lava-

das de Rhizobium,~

Se incubaron las células de Rhizoﬁium en tampén de
fosfato 0,1 M, de pll: 7,5 y en otros casos en tampén fos—
fato 0,02 M, pH: 6, La densidad 4ptica de la suspensién
de células fué de 0,5, medida a una longitud de onda de?
600 nm., A esta suspensidén de células se afiadfa ATA (que
habfa sido eSterilizado previamente por filtracién a tra-
vés de un filtro Sartorius con un ﬁofo de 0,45‘micras de
diémetro), de tal forma que la concentracién final fuera
de 15 a 20 pg/ml en el medio de incubacién. A este medio
se afiad{a en lés casos necesarios el exudado radical, que
tenfa una concentracién final en este medio del 15% (v/V).
El volumen final del medio de incubacién fué de 15 ml, en
matraces de 100 ml,

En todos los experimentos se mantuvieron también con-
troles con AIA en el medio pero sin células, para determi-
nar una posible degradacién espontéhea del ATA,

Las incubaciones se realizaron a 282 C, en agitacién.
Las muestras se tomaron con un volumen de tres mililitros;

eran centrifugadas a 8,000 RPM, durante diez minutos y del
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sobrenadante se tomaba un mililitro que era sometido al
proceso de valoracién del ATA, para lo cual se aplicaba
la técnica colorimétrica de Salkowski, modificada por Gu~

tiérrez Navarro (25),

2,2,5.,- Ensayo de la actividad indolacético-oxidasa en el

exudado radical, -

Para comprobar si los exudados radicales tienen ac-
tividad ATA-oxidasa se procedid de la siguiente manera;
se tom§ exudado radical y se incubd, a una concentracién
del 15% (v/v), en presencia de ATA con una concentracién
de 20 pg/ﬁl; esta incubacién se realizé en tampén fosfato
(0,02 M) de pH: 6, que segln describen varios autores es
el adecuado para la determinacién de dicha éctividad (46,
57)e E1 volumen final del medio de incubacién fué de 10 .
ml, Este medio se incubd a 28¢ C, en bafio termostatizado,
en agitacién, durante una hora, Se tomaron muestras de 1
ml al comienzo y al final del perfodo de incubaci6n; so-
metiéndolas posteriormente a la reacciédn colorimétrica de

Salkowski para la determinacién del ATA,

2,2,6,- Investigaciédn de NAD c¢n el exudado radical,=-

Para determinar la posible existencia de NAD incuba-
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mos el exudado radical en presencia de la enzima alcohol
deshidrogenasa y medimos el incremento de absorbancia, a
" una longitud de onda de 340 nm, correspondiente con la apa-
ricién de NADH,
Para ello, mezclamos en una cubeta exudado (15%, v/v) ¥y
el sustrato de la reaccién que es el etanol (0,75%, v/v).
El medio estaba tamponado con buffer de fosfato 0,1 M,
pH: 7,5. E1 volumen final en la cubeta era de 2 ml, Una
vez que se medfa la absorbancia de esta mezcla a 340 nm,
en un ESPECTROFOTOMETRO PYE UNICAM, frente a un blanco:
con las mismas sustancias componentes, se afiadfa la enzi-
ma , con una concentracién de 0,3 mg/ml en la cubeta y se
media’inmediatamente la absorbancia de la nueva mezcla reac~
tiva, a la misma longitud de onda, frente al mismo blanco,
sin enzima, El1 aumento que se produzcs en la absorbancia
a 340 nm se deberd a la aparicién de NADH, como consecuen=
cia de la oxidacién del etanol, catalizada por la alcohol
deshidrogenasa, El1 tiempo de incubacién necesario es muy
corto, prdcticamente es una reaccién instanténea, Y se rea-
1izé8 a temperatura ambiente,

La reacciédn de oxidacidn del etanol es la siguiente:

etanol ¢ NAD mm=————- > acetaldehfdo + NADH ¢ HY

Siendo X la concentracién de NADH en el equilibrio, la
cual se deduce dividiendo~el incremento de absorbancia a
340 nm por el coeficiente de extincién milimolar del NADH,

la constante de equilibrio de esta reaccién viene dada por
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la siguiente expresién, K( aparente): x? (1) -

(c=x)(c’=x)
C es la concentraciédn de NAD que existfa en la muestipra

original, C’es la concentracién de etanol existente en
dicha muestra y X como ya hemos dicho anteriormente la
concentracién de NADH en el equilibrio, Si despejamos de

esta fdrmula C tenemos que c= sz (2); en pri=-

K (C’=X)

mer lugar averiguamos el valor de K para nﬁestras condi=-
ciones experimentales; para lo cual pusimos cantidades
conocidas de etanol y de NAD, Una vez‘conocida la cons¥
tante de equilibrio de la reacdiJn‘(K), conociendo el
valor de X, que depende del incremento observado en la
absorbancia cuando se incuba el exudado en presencia de
alcohol deshidrogenasa, es poéible conocer, segin la fér-
mula (2), la cantidad inicial de NAD presente en la mues~-
tra inicial examinada., De esta forma valoramos el NAD exis=-
tente en los exudados radicales, .

El valor de K (constante de equilibrio aparente) en

3

nuestras condidones experimentales es de 1,07° 10°%

2.2;7.- Valoraciédn de la tiamina en el exudado radical,-

Para la determinacién de la existencia de tiamina

en los exudados radicales se siguié el método biolégico

recomendado por Wiley (72) y que consiste en medir el
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crecimiento de Lactobacillus fermenti (ATCC 9338), que

es un microorganismo auxétrofo para la vitamina Bl'

El inéculo para dicha determinacién se prepara rea-
lizando un cultivo de dicho microorgaﬁismo en leche pep=~
tonizada, Después de 16~18 horas de incubacién a 372 C,
las células eran centrifugadas en condiciones asépticas
y se eliminaba el sobrenadante y mésitarde se resuspen-
dfan en solucién salina estéril, se agitaban bien y se
centrifugaban de nuevo, eliminando el sobrenadénte. Las
células eran resuspendidas nuevamente en solucién salina,
de tal forma que la concentracién en el inéculo final
fuera muy baja:

El medio en el que se realizé el ensayo biolbgico
era BACTO-THIAMINA ASSAY-MEDIUM, de Difco, que es un me-

dio completo para Lactobacillus fermenti (ATGC 9338), pe~

ro sin tiamina, Este medio se esterilizaba manteniéndolo

a 1002 C en autoclave con vapor fluente, durante 15 minu-
tos, A este medio se le aﬁadfa el exudado radiéal, el éual
se ponfa a una concentracidén final del 15%, Este medio

de ensayo, con el exudado radical, se inoculaba con una
fracciédn pequefia de la éuspensién de células de Lactoba~
cillus en solucidn salina, que servfa como inéculo, E1
experimento se realizé en tubos de ensayo con un volumen
final de 10 ml,

La incubacién se realizaba a 37?2 C, durante un tiem-
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po menor de 18 horas, ya que a partir de este tiempo

L, fermenti es capaz de utilizar‘otros compuestos sustiw

tutivos de la vitamina B., Después del perfodo de incuba=-

1
cién se medfa la absorbancia del cultivo, a una longitud
de onda de 480 nm, utilizando comb blanco de esta medida
el mismo medio inoculado pero sin exudado,

Para la realizacién de la curva de calibrado se ino-
cularon medios de BACTO~ THIAMINE ASSAY con distintas con-
centraciones de hidrocloruro de tiamina y se incubaron en
las mismas condiciones, durante el mismo tiempo, Como

blanco para la medida de la absorbancia se tomé el medio

inoculado pero sin tiamina,

2,2.8.,~- Determinaciédn biolégica de la piridoxina en el

exudado radical,-

Para investigar la existencia de los derivados de
la vitamina B6 en el exudado radical se empled un método
biolégico consistente en observar si se produce crecimien-

to de Saccharomyces carlsbergensis (ATCC 9080), que es

una levadura aux§trofa para la vitamina B, (72).

El inéculo para dicha determinacién se preparé rea-
lizando un cultivo previo de la levadura en leche pepto-
nizada, Después de 24 horas de incubacién, a 282 C, en

agitacién, las células eran centrifugadas en condiciones
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asépticas y se eliminaba el sobrenadante, luego se resus-
pendfan en solucién salina estéril, se agitaban bien y
se centrifugaban nuevamente, eliminando el sobrenadante,
Las células eran resuspendidas nuevamente en solucién sa-
lina de tal forma que la concentracién en el inéculo fi=-
nal fuera muy baja. |

El medio en el que se realizaba el ensayo bioldgico
era BACTO~PYRINOXINE Y MEDIUM, de Difco, que es un medio
completo para el desarrollo de dicha levadura, pero sin
piridoxina, Este medio se esterilizaba manteniéndolo a
100¢ C, en autoclave, con vapor fluente, durante 10 minu-
tos, A este medio se le afladfa posteriormente el exudado
radical ensayado, que quedaba al 15% del medio fihal. Eg=

te medio de ensayo se inoculaba con una fraccidén pequeiia

de la suspensién de células de Saccharomyces, que servia
como in6culo; El experimento se realizé en tubos de ensa-
vo con un volumen final de 10 ml, La incubacién se reali-
zaba a 282 C, en agitacién, durante 24 horas, Posterior-
mente se méd{a la absorbancia del cultiveo a una longitud
de onda de 480 nm, utilizando como blanco de esta medida

el milsmo medio inoculado pero sin exudado,
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2.2;9.- Determinacién de aminodcidos en el exudado ra=-

dical.~-

Para determinar la existencia de amiﬁoécidos en el
exudado radical se aplicé un ensayo cromatogrédfico, pa-
ra lo cual se utilizaron placas de celulosa, El solvente
utilizado para esta cromatograffa en capa fima fué una
mezcla de4butanol, 4cido acético y agua (4: 1: 5, v/v/v),.
El tiempo de desarrollo de dicha crdmatograf{a fué de
6~-8 horas, al cabo de las cuales se revelaron las placas
con una solucién de ninhidrina (2 mg/hl). Las placas dna
vez reveladas se introdujeron en un horno a 1002 C, duran-
te 1-2 minutos,

Estas caracter{sticas cromatogrdficas se utilizaron
atendiendo a las recomendaciones dadas por Smith y Fein-

berg (60) en su libro de técnicas cromatogrd{ficas,



3., RESULTADOS
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3= Resultados,~

3¢s1l.= Efecto de los exudados radicales de leguminOSas

sobre la produccidén de ATA por suspensiones de células

lavadas, -~

En experimentos preliminares comprobamos que cuando

las células lavadas de Rhizobium meliloti se incuban en

presencia de triptéfano y de exudados radicales de Medica~-
go sativa, la produccién de ATA era menor que en los con;
troles incubados en ausehcia de estos exudados, Este h;—
cho, del que no encontramos antecedentes bibliogrdficos,
nos sirvié de punto dé partida para plantear nuestro tra-
bajo experimental, el cual lo podemos dividir en dos gran-
des apartados: 1%= averiguar si este efecto es especifico
para las-especies de Rhizobium o para el género Rhizobium
vy 22= intentar elucidar qué sustancias del exudado inter-
vienen en este efecto, Evidentemente ello exige realizar
una serie de experimentos previos encaminados a establecer
las condiciones Sptimas para el estudio del fenémeno,

3¢lele~ .Variacidén del efecto a lo largo de la incubacién,-

Dado que en los citados experimentos preliminares
bbservamos»que el efecto inhibidor del exudado radical no
era el mismo a lo largo del tiempo de incubacién de las

suspensiones celulares, planteamos un experimento a fin de
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establecer en qué momento este efecto es mdximo, Para ello,
incubamos en agitacién suspensiones de células lavadas de

Rhizobium meliloti (RS.,94), en tampén de fosfato suplemen=-

tado con triptéfano 1 mM, en presencia y en ausencia de

exudado radical de Medicago sativa, al 15% (v/v), vy se fue

siguiendo la evolucién de la produccién de ATA a lo largo
de los seis dfas que duré la incubacidn,

Los resultados de este experimento, que se exponen
en la tabla 2 y se representan gréfiqamenté en la figura 3
indican que la produccién de ATIA en ausencia de exudado
aumenta répidamente desde las primeras horas de incubaci%n,
alcanzdndose un mdximo hacia las 92 horas que se mantiene
hasta las 140 koras en que interrumpimos el experimento;
en cambio, en presencia de. exudado el efecto inhibidor se
traduce en una disminucién de la velocidad de produccidén
durante las primeras horas, pero el mdximo de produccién
es el mismo que en ausencia de‘exudado, si se mantienen
las células incubadas durante 140 horas; el efecto inhibiw=

dor m&ximo se observa a las 48 horas,

Fn otros experimentos realizados con células lavadas

de Rhizobium trifolii y Rhizobium lupini, en presencia y

en ausencia de exudados radicales de Trifolium alexandri-

num y Jupinus angustifolium, respectivamente, encontramos

resultados similares, si bien en el caso de Rhizobium tri-
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Tabla 2,~ Produccién de ATA (1) por células lavadas de

Rhizobium meliloti (RS.94), en presencia y en ausencia

de exudados radicales de Medicago sativa,
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Produccién de ATA

Tiempo (2) en presencia en ausencia Inhibicién
de exudado de exudado (3)
0 0,0 O,’O 0 s
48 4,86 6,80 29
92 9,93 9,93 (0
1ko 10,10 10,50 4
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(1) Expresada en microgramos por mililitro de liquido
metabblico,

(2) Expresado en horas,

(3) Expresada en porcentaje de inhibicién con respecto

al control sin exudado,
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‘Figura 3,- Produccién de ATA, a partir & triptéfano, por

células lavadas de Rhizobium meliloti (RS,94), en presen-

cia (e) y en ausencia (&) de exudados radicales de Medi-

cago sativa,
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folii, el efecto mdximo se produce a las 92 horas. Los
resultados de estos experimentos se exponen en las ta=
blas 3 y 4, y se representan grificamente en las figuras
4 vy 5, En la figura 6 se puede‘observar la evolucién del
efecto inhibidor, a lo largo del tiempo de incubacidn,

para las tres especies de Rhizobium,

3.1.2.- Influencia de la concentracidén de células sobre

la produccién de ATA,~

Una vez determinado el tiempo éptimo de incubacién,
nos parecid interesante estudiar:si la concentracién de
células tiene alguna influencia sobre la produccién de
ATA y sobre el efecto inhibidor de los exudados radicales
sobre tal produccién,

Con este fin preparamos un experimento consistente
en ensayar la produccién de ATA por suspensiones de cé-

lulas de Rhizobium meliloti (RS.94) a tres concentracio-

"nes, 2, 1 y 0,5, determinadas por su absorcién a 600 nm,
Estos cultivos fueron incubados en agitacidén a 28¢ C,
durante 48 horas, al cabo de las cuales se sometieron al
proceso de extraccién del ATA,

Los resultados que se expresan en la tabla 5 ¥y en'
la figura 7, indican que en ausencia de exudado la con-
centraciédn de células no influye considerablemente en.la

velocidad de producciédn de ATA y que en cambio en presen-
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Tabla 3.~ Produccién de ATA (1), a partir de triptéfano,

por células lavadas de Rhizobium trifolii, en preseneia

vy en ausencia de exudados radicales de Trifolium alexan-

drinum,
Produccién de ATA
Tiempo (2) en presencia en ausencia Tnhibicidén
de exudado de exudado (3)
0 0,0 0,0 ' 0
43 0,95 1,34 30
92 1,58 2,77 43
140 2,75 2,80 2

(1) Expresada en microgramos por mililitro de 1fquido

metabdlico,
(2) Expresado en horas.,

(3) Expresada en porcentaje de inhibicién con respecto

al control sin exudado.



Tabla 4,~ Produccién de ATA (1), a partir de triptéfano,

- por células lavadas de Rhizobium lupini, en presencia y

en ausencia de exudados radicales de Lupinus angustifo-

Lium, -
Produccién de ATA
Tiempo (2) en ausencia en pre