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EESUMEN

Se han estudiado las deformaciones producidas en los pelos radiculares de alfalfa, por
accion de ALA, triptdfanc, suspensiones de cultiva fresco de una cepa de R hizebium espe-
cifica, ¥ de olrd incepecifica, v de los exopoliaciarides procedentes Jde eslay cepas de
Rifzabiun asl como la produceidn de auxings ¥ enzimas pécticas por dichos fRRizobiua,

Al microscopio dptico se ha observado que cada una de estas sustancias, por s mismas,
producen deformacidn de los pelos radicalares, pero las producilas por los coopolisaca-
ridos, procedentes de la cepa de Rhizobhon wpecifica, son las que mas s asamefan a
las que produce la suspensitn bacteriana de esta misma cepa,

En worles wilrufines de los pelos radiculares deformados por 1a cepa de Hhizabinm
eapacifica, se observaron al microsconio electrdnico las invaginaciones prodacidas en la
pared celular de la raiz al aproximarse la bacleria, sumentando lo mvaginacion hasta la to-
fal inclusion de b bacleria v posterior formacion del canal de infaccifn,

INTRODUCCTION

Los factores responsables del reconocimisnto en la interaccion Shfeliven lepumimos,
esun lema en vonstanle revision por la complegidad de los resultados obtenidaos.

Heclentemente han aparecido una serie de revisicnes (BAULRR, 1977, 1930 BROUGH-
TOM, 1878; DAZZRD, 1940, NAPOLI ¢t af, 1980 SOLHEIM, PAXTON, 1581, BHU-
VENESWARI 1980; DAZZO v HUBBELL, 1981; CARL3SON, 19510,

Fuera de los estudios realizados con Lrébol v sojd, s conoce poco de los mecaniamos
e reconocimiento on olros sislemas, aungue las primeras hipdtesis implicando a las lecti-
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nas en él, tuvieron como base estudios realizados en el sistema Rhizobium phaseoli - Pha-
seolus vulgaris (HAMBLIN, KENT, 1973).

Dado que la via normal de entrada de la bacteria en la planta tiene lugar a través de
la epidermis de los pelos radiculares, en el éxito o fracaso de la misma tendran influencia
cada uno de los factores fisicos, quimicos o biologicos que permitan o impidan la coloni-
zacion del sistema radicular. ,

Teniendo en cuenta las teorias que sobre este tema se han expuesto y los resultados
obtenidos, en este trabajo nos proponemos estudiar los cambios morfologicos, fisicos y
quimicos que se producen en los pelos radiculares de Medicago sativa cuando la cepa
especifica de Rhizobium interactiia con ella, comparandolos con los que producen cada

uno de los factores a los que se atribuyen estas acciones.

MATERIAL Y METODOS

Bacterias

Cepa 467 de R. lupini y 284 de R. leguminosarum procedentes de la coleccion del
Dr. FRAILE, Instituto “Jaime Ferran”, Madrid, y cepa 402 de R. meliloti que nos ha
sido cedida por el Dr. OLIVARES, Estacion Experimental del Zaidin, Granada.

Los cultivos bacterianos se conservan sobre medio 79 solido a 4°C (FRED, BALDWIN,

1928).
Para la produccion de auxinas, las bacterias fueron cultivadas en agitacion a 28°C en
medio WRIGHT (1925) al que le fue afiadido triptdfano. Después de 4 dias de cultivo
se separan las bacterias por centrifugacion y en el liquido metabdlico se determina el
contenido en auxinas por el método de GORDON, WEBER (1951).

Para conocer la produccidn de enzimas pécticas, se cultivan los rizobios en medio
SMITH (1958), y a las 48 horas de cultivo en agitacién a 28°C, se separan las bacterias
por centrifugacion y el liquido metabdlico se concentra (100/1) con polietilenglicol 4000-
5 p.100 (p/v). Las enzimas pécticas se precipitan con &cido tanico al 1 p.100, se centri-
fugan y lavan tres veces con acetona, en frio, valorandolas por el método de DINGLE

et al, (1953).

Plantas

Semillas de Lupinus albus, var. “Multolupa’; Vicia faba, var. ‘“Zulueta” y Medicago
sativa, var. “Tierra de Campos”, proceden del Servicio de Semillas Selectas, Madrid.

Las semillas se esterilizan superficialmente manteniéndolas 10 minutos en HgCl,
1 p.100 (p/v), lavando varias veces con agua destilada estéril. Se ponen a germinar en
oscuridad sobre medio 79 en placas Petri. A los 2 6 7 dias, dependiendo del tipo de semi-
llas, cuando las radiculas han alcanzado una longitud de 1 a 5 cm, se transfieren en condi-
ciones estériles a tubos que contienen solucidon nutritiva libre de nitrégeno (OLIVARES
et al, 1980) a la que se afiaden las siguientes sustancias o suspensiones bacterianas: Acido
indol acético (AIA) desde 107 a 1 mg/ml. Triptéfano desde 0,5 a 1 mg/ml. Exopoli-
sacaridos (EPS) procedentes de cepas especificas e inespecificas. 102 y 10! mg/ml.
Suspensiones bacterianas de las cepas especifica e inespecifica.
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Después de un delerminado tiempo de cultive se recopen los exudados radiculares
demde se determina la presencis de auxings (GORDON, WEBER, 19513, v enrimas péc-
ticas (DINGLE eul, 1953),

En las tadiculas cultivadas en cada uno de Ing medios indicados se estudian los tipos de
deformaciones producidas directamente por medio del microscopio dplico, on sccciones
ultrafinas refiidas con Hincidm negativa por medio del inicroseopio electrénico de transmi-
sitm, ¥ siguiendo la téenicade KATSUMOTO ¢ of, (1951) con el microscopio electrénico
de barrido,

RESULTADROS Y IMSCUSION

En el Cuadro 1 se expresan las suxinas producidas por las tres cepas de rizobios culli-
vadas en presencia de inipiefano, ¥ la Fig 1 muestra la presencia de dcida indol acético v
dos manchas intermedias que podrian corresponder g los deidos indeol letivy ¢ indol pro-
pionice, ambos productos internedios on la sintesis de ALA

CUALKLG ]
PROGDUCCION DE AUXINAS POR LA BACTERIA

Cepas mg TAA[L
R npini — 467 9.0
R leguonnoserm — 284 5,6
R omelilpyi 402 5.3

Fig, 1. Cromatoprafia de papel de los cxudados bacteriancs de las cepas de Bhizohinm
cultvadas en presencia de triptdfano,
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Las cepas 467 de R. lupini, 402 de R. meliloti y 284 de R. leguminosarum no sinte-
tizan apenas enzimas pécticas cuando se cultivan en un medio con glucosa o manitol
como Unica fuente de carbono, pero cuando las radiculas de alfalfa se sumergen durante
3 dias en una suspension de rizobios 10° cell/ml procedentes de un cultivo reciente, en
los exudados radiculares se encontraron enzimas pécticas en apreciable cantidad, (Cua-
dro 2) siendo la asociacion Vicia faba-R. leguminosarum la que produjo mayor cantidad
de enzimas.

CUADRO 2
CONTENIDO DE ENZIMAS PECTICAS EN LA ASOCIACION RHIZOBIUM-
LEGUMINOSA
Halo — mm
Plantas
Control Inoculadas
Lupinus albus, L 22 26
Vicia faba, L 14 30
Medicago sativa, L 18 20

Estos resultados indican que las cepas de rizobios pueden ser incapaces de sintetizar
in vitro esta clase de enzimas, pero pueden inducir a la produccion de las mismas en la
asociacion bacteria-planta. Resultados que apoyan la hip6tesis LYUNGGREN, FAH-
RAEUS (1961) de que las enzimas pécticas intervienen en la iniciacion de la infeccion
reblandeciendo la pared de la célula vegetal, lo que facilita la entrada del parasito. SOL-
HEIM, RAA (1973), presentaron evidencia en contra de que la pectinasa es la base de
inducciébn especifica en la asociacidon Rhizobium-leguminosa, pero detectaron una sus-
tancia deformante en un medio de raices de trébol inoculado con Rhizobium trifolii, con
un efecto mis potente que el producido por el filtrado del cultivo de Rhizobium crecido
en medio sintético.

Una caracteristica comiin de los rizobios es la abundante produccidén de exopolisaca-
ridos, JANSON et al. (1977), VINCENT (1977) y NAPOLI, ALBERSHEIM (1980), en-
contraron una correlacion entre la disminucibn de produccion de polisaciridos extracelu-
lares y la reduccion de la efectividad.

Efectos morfologicos sobre las raices aéreas

La Fig. 2-A muestra los pelos radiculares de una plantula crecida en agua destilada,
como testigo.

Las radiculas en contacto con AIA 1 mg/ml, fueron totalmente quemadas, pero con
concentraciones menores, 103y 10°% mg/m), se aprecia curvatura en los apices (Fig. 2-B),
Este efecto es caracteristico de esta sustancia, ya que como se sabe toma parte en la
deformacion plastica de la pared de la célula vegetal.
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B. pelos radiculares

Pig 2, Radiculas de alfalfa: A cultivadas en appa como control.
curvados por efecta del AlA. O eurvados por efecto del inplofane. Th curvadoy
por efecto de Jos exopolisaciridos de Ly cepa de Bliizobivem inespecifica, Ty
F. curvaluras producidas por 1a ceépa de Riizebivn especifica (¢ 1.000).
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Fig. 3. Radiculas de alfalfa observadas al microscopio electréonico de barrido en las que
se observa: A. iniciacion de la formacidén de los pelos radiculares (x 6.000). B.
pelos radiculares sininocular (x 4.000). C. aspecto general de una radicula inocula-
da con la cepa de Rhizobium especifica (x 100). D. detalle de un pelo radicular
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Fig. 4-A y B. Secciones ultrafinas de radiculus de alfulls inoculadas con la cepa de Rhi-
aobiim especifica vn las que se observa la hactaria aproximandose a los pelos
radiculares {x A0 00K )
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Fig. 5-A y B Proceso de inclusidn de la L

Wria por la invaeginacibn de la pared de ta cé-
lula vegetal (x B0.000),
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Fig, &: Buctenas encel interior del canal de infeddon (= 30,000},

La Fig 20" muestra la deformacion de los rpices éresy sumergidas en snlucionss de
tripttano de 0.5 y 1 mp/ml,

Los exopolisaciridos (EPS) ¢n concentraciones de 1072 v 107! megiml producen las
aLrvaturas gue se observan en la Fig 210

Las deformaciones mds caracteristicas ¥ las que so producian en mavor proporcidin
tueron observadas cuando las radiculas eran culrrvadas en pregencia de rizobios {107 cellf
ml). Ademds de la curvatura, el dpice muestre una forma globoss v en su interior se obser
van filamentos que podrian ser el mivwe de iz formacibn del canal de infeccion. (Fig. 2-E-
F).

l'ambién se han observade las deformaciones de les pelos radicularas con 8l microsco
pin alectronico de bariide, En luy Figs, 3-A-B-0 v 1) s2 phserva 13 iniclacitn de 1a forma-
ciom de los pelos radiculares v su postenior deformacitm, a difersncia de los pelos radice-
lares Lestigoy vullivados on sgua. )

Do las ratccs aereas deformadas por accibn de lo cepy  de Bhzobiaom especifica
(107 cellfml) se hicieron cortes ultrafinos v s wlscrvaron al microseopin electidnico
después da tincidn negativa,

En las Figs, 4, 5y 6 se pueden ver las Bacterias aproximandaose a las cuices de lu plants,
en Juy que se produce ung invagmacitn que terming absooviendo o bacterws ¥ posterior
formaciom del canal de infecoibn
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SUMMARY

Plant rosponses to some luetors conditioning the nodule smtiation in the Mfizchiom-legume Sym-
biusis,

The production of auxing, pectic enzymes and exopolywmccharides of two straing of
W pizobaeen und s effects on the rool hairs of its specific and inespevific plants had been
studied.

Tinder light and scanning electron microscopes it has heen ahserved thal vvery one of
these substances produce different kinds of deformation on the rool hairs, bul EP3 proce-
ding from the specific strain of RAizobivm produce similar deformation as those produ-
ced by the saine bacterial suspension,

I ultrafine sectivns [rom the oot hairs cultivated in the presence of a specilic strain
lhie process of union and pesterior inchision of the bacteria in the root of the plant was
obzerved under an electronic MicToseope,
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