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RESUMEN

La tolerancia a acider de 29 cepas de Rhizgbium
trifplii de diverso origen, fue estudiada en el medio

liquido acidificado de Keyser y Munns. Doce de las cepas

mostraron crecimiento a pH 4.1, medido como densidad

6ptica a 600 nm, después de un periodo de latencia. De las
cepas rhizabianas de origen espafnol, solo crecieron las,
aisladas en suelos &cido de regiones himedas o de regadio.

Dos cepas, la tolerante a acidez USDA 2160 y la sensible a
acidez 162-X-103 tenian una produccién de polisacéaridaos
extracelulares (EFS) similar. La diferencia en su
tolerancia a acidez no es debida a una gran diferencia en

produccién de EPS.

PALABRAS CLAVE: Suelo 4cido, rhizobio, trebol subterrénea.

INTRODUCCION

En el suroeste de la peninsula Ibérica los pastos estan situados
en su mayor parte sobre suelos Acidos con pH entre S5 y 6. Estos
niveles de pH del suelo no son limitantes para el trébol subterréneo,
pero pueden limitar la supervivencia y la actividad simbiética del
rhizobio. En Australia se ha observado que suelos bajo pastos con
trébol subterrdneo se han acidificado con el tiempo (Willians, 1280,
Bromfield et al., 1983) vy la pérdida de productividad de estos pastos
puede ser debida a la falta de supervivencia de los rhizobios debida a
la acidez (Coventry et al., 1985).

El trébol subterraneo es capaz de crecer en soluciones nutritivas
a pH 4, cuando se le proveia de una adecuada fuente de nitrdégeno
(Munns, 1968); pero la nodulacidén es menos tolerante a pH acidos
(Loneragan y Dowling, 1258; Kim et al., 1985). Thorton and Davey (1983
b) demostraron que la sensibilidad de las cepas rhizobianas a la
acidez del suelo podia predecirse en el laboratorio y que cepas resis—

tentes a acidez, formaban simbiosis efectivas en suelos A&cidos. En
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algunos casos estas asociaciones produjeron el 20-997 de la biomasa
producida por los controles con fertilizacién nitrogenada. Debe tener-—
se en cﬁenta gue el aislamiento y replicacién de las cepas de
Rhizobium suele hacerse en medios con ﬁH neutro y tal vez se estan
favoreciendo aquellos rhizobios con mayor capacidad de crecimiento vy
perdiendo potencial genético de resistencia a otros factores.

El objetivo del estudio fue determinar el crecimiento de cepas de
R. trifolii en un medio liguido con distintos niveles de pH para

selecionar cepas tolerantes a acide:z.

MATERIAL Y METODO

Se obtuvieron 29 cepas de R. trifolii de colecciones de Espafa y .0OF

U.S.A., que habian sido recogidas inicialmente en distintas regiones
con clima mediterrdaneo (Tabla 1). El medio de cultivo fue el descrito
por kKeyser y Munns (197%9), con las modificaciones de Thornton y Davey
(1983a). La solucién basal se compone como sigue: manitol, 10 g; Na-—
glutamato, 1.1; extracto de levadura, 0.5 g; y las siguientes sales en
umol: MgS04, 3I00; CaClz2, 3I00; EDTA-Fetrrico, 10; KCl12, 10; MnCl2, 0.13
ZnSD4, 0.4; CuClZ, 0.1; NaMo04, 0.002; CoNOZ, 0.002; KH2FD04, 1;
KZHFO4, 1 y agua destiiada hasta 1 1. Este medio se acidificd con HC1
1N, antes de introducirlo en el autoclave, para obtener unos pH fi-—
nales de 6.8, 5.0, 4.5, vy 4.1. De cada cepa se preparé un cultiveo
inicial en medio YEM (extracto de levadura—manitol Vincent, 1970) a pH
6.8, hasta obtener una turbide:z correspondiente a 3 x 10 células/ml.
Alicuotas de 0.5 ml de cada suspensién de cepas fueron inoculadas en
tubos (72 mm x 100 mm), conteniendo 4 ml del medic acidificado o
neutro. La densidad inicial en los tubos fue alrededor de & x 10
células/ ml y no se observaba turbidez. Los tubos fueron incubados a
25 C en un agitador a 120 rpm. La tolerancia a la acidez se estable-—
ci6 por el crecimiento bacteriano diario, medido como densidad éptica

(D.0.) a 600 nm en un espectrofotdémetro Varian DMS 100. El experimento
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se llevd a cabo con 3 tubos de cada una de las 29 cepas a cada nivel
de pH en un disefo factorial completamente al arar. E1 periodo de
incubacidn fue de 7 dias y al finalizar todos los tubos fueron contre-
lados por el método de "drop-plate” (Miles y Misra, 1938) para ver si
hubo contaminacién.
RESULTADOS

En previos cultivos , el medio de Keyser y Munns resulté ser
adecuado para el crecimiento de las cepas de rhizobio que se usaron.
Todas las cepas mostraron crecimiento en los pH altos, siendo altamen—
te significativas las diferencias en los valores de D.0O. para dias de
incubacién, cepas y niveles de acidez. En el medio a pH 4.1, el dia de
incubacién y cepas fueron significativamente diferentes en D.0O. En la
Tabla 2 se presentan las 12 cepas de rhizobio que mostraron un aumento
de D.0. en el dia 4 de incubacidén, el crecimiento fue precedido por un
periodo de latencia. Curvas de crecimiento de una cepa que crecit bien
en medio &cido (USDA 2160) y otra que crecid peobremente (162-X-103) se
presentan en la Figura 1. Cuando finalizd el experimento la media del
pH, en el medio mds Acido donde las cepas creciercon, fue de 4.3 y el
del medio donde las cepas no crecieron, fue de 4.2. Todas las
cepas,incluso aquellas que no mostraron crecimiento a pH &cido, forma-—
ron colonias con el método "drop plate”, indicando gue los rhizobio
sobrevivieron en el medio liquido.

DISCUSION

El periodo de latencia en el crecimiento del rhizobio no fue
afectado por la acidez con la extensioén indicada por Keyser y Munns
(1979), posiblemente debido a la alta concentracién inicial (6 x 10
células /7 ml). Keyser y Munns (19279) también encontraron que la acide:z

afectaba el crecimiento rhizobiano en medio ligquido a pH 4.5 bien

incrementando la fase de latencia y/o disminuyendo la tasa de creci-—

miento. En este estudio, la acidez impidié el crecimiento del 6&0%Z de
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las cepas utilizadas. Evans et al. (1988) proponen que la capacidad de
los rhizobios para proliferar rapidamente en suelo acido puede ser un
factor importante para su competencia en formar nédulos.

Howieson (1985) establecid gque el medio de Keyser y Munns tiene
baja capacidad buffer. Esto se demostré en el presente estudio por el
incremento de pH debido al crecimiento bacterianoc.

Es de interés que de las cepas de rhizobio de origen espafol que
crecieron en el medio acidificado (pH 4.1) sclo se incluian una cepa
aislada de un lugar con suelo &cido y riego (IST—-1) y dos aislados en
suelos acidos de la regidén hiameda del noreste (IST-71 y 1IS5T-73). Otras
cepas recogidas de suelos acidos y regiones secas no fueron tolerantes
a la acidez del medio de cultivo usado en este estudio, posiblemente
porque no estaban adaptédas a las condiciones del medio liquido. Sin
embargo, tal vez hubieran sido capaces de crecer en un medio con agar
y acidificado como el empleado por Ayanaba et al. (1982). Son
necesarios mas estudios para ver como el contenido de agua en el suelo
influye en el efecto de la acidez en R. trifolii.

Cunningham y Munns (1984) observaron que existia una correlacioén

entre polisacdridos extracelulares (EFS) y su tolerancia a acidez. Dos

de las cepas de Rhizobium usadas en este estudio, la tolerante a
acidez USDA 2160 y la no tolerante 162-X-103, parecian tener la misma
produccién de EFS, con colonias "mucosas o hiamedas", cuando se incuba-—

ron en agar—-YEM a pH 6.8. La diferencia en su tolerancia a la acidez
na es debida a una diferencia grande en produccidén de EFS. Debido a
que los EFS producen turbiedad, el método espectrofotométrico podria
sobreestimar la tasa de crecimiento 'de las cepas productoras de EFS.
Dada la diferencia de D.0. en dos cepas con similar produccién de EFS,

este método puede ser apropiado para diferenciar cepas tolerantes vy

sensibles a la acidezr en medio liquido.
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ACIDITY TOLERANCE OF Rhizobium trifolii

SUMMARY

Acidity tolerance of 2% R. trifolii strains of different
origen, was studied in the acidified ligquid medium of Heyser and
Munns. Twelve strains showed growth at pH 4.1, measured as optical
density at 600 nm, after a lag phase. Only the spanish rhizobial
accessions isolated From acidic soils in humid and irrigated sites,
grew in the liquid medium. Twao strains, acid tolerant USDA 2160 and

acid sensitive 162-X-103 had similar production of extracellular
polysaccharides (EFS). The difference in their acidity tolerance was

not due to a gross difference in EPS production.
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Tabla 1. Cepas de K. trifolii : origen, planta y caracte-
risticas del sitio de donde fueron aisladas.
Namero Origen Caracteristicas
geografico Flanta del suelo
Donante: H. Heyser. USDA Agricultural Research Service.
Beltsville, MD 207035.
USDA - T. incarnatum
USDA - T.
USDA -
USDA Marruecos T. subterraneum
USDA California "
UsDA " "
USDA " "
USDA " "
USDA " "
USDA " "
UsbA " "
USDA " "
USDA Tunez "
Donante: S. Smith. Nitragin Co. Inc. Milwaukee, WI S5I3209.
162-6-15 California T. hirtum
162-K-13 Al abama TI.
162-X-68 California TI.
162-X-103 Tunez
Donante : R. Orive. CIDA "La Rinconada" Sevilla.
IST-1 Espafa Trifolium sp. Acido, regadio
IST-11 " : "
IST-28 " "
I5T-51 " T. subterranesum Acido, secano
IST-54 " " " "
IST-561 " I. repens " "
IST-62 « " " "
IST-65 " T. subterraneum " "
IST-66 " T. fragiferum pH 7.4, aluvial
regadio.
IST-69 " " "
IST-71 " T. repens fcido, hiamedo.
IST-73 " T. subterraneum " "




Tabla 2. Turbdidez de los cultivos de las cepas de
rhizobio que crecieron a pH 4.1.

USDA 2154 94 88 332 513 508 538
USDA 2155 84 99 223 339 468 600
USDA 2156 71 59 104 184 281 316
USDA 2157 105 74 134 176 203 218
USDA 2158 46 56 220 266 377 465
USDA 2159 81 57 167 231 338 429
USDA 2160 97 48 302 373 466 483
162-X-68 51 80 213 301 357 511
182-K~13 41 32 34 147 133 267
1sT-1 40 38 83 123 30 128
IST-71 19 31 218 275 452 573

IST-73 23 53 359 363 609 757
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