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RESUMEN

Se hizo un estudio fisioclégico comparativo de Agrobacterium azotophilum Ulloa y
Herrera y Agrobacterium tumfeaciens (Smith y Townsend) Conn, en relacién a su
capacidad para fijar nitrégeno del aire y a su accién patégena en vegetales.

Se estudié Ja reduccién de acetileno a etileno, para investigar la posible capacidad
de fijacién de N, por parte de ambas bacterias. Se comprobd que sélo A. azotophi-
lum lo fija individualmente y también en presencia de A. tumefaciens.

Para estudiar su posible accién patbgena en vegetales, las dos bacterias fueron ino-
culadas en la base del tallo, individual y conjuntamente, en dos variedades de plan-
tas de maiz (Zea mays L.) y en una variedad de jitomate Lycopersicon esculentum
Mill.) para determinar si A. azotophilum era una bacteria patégena productora de
agallas y tumoraciones y, al mismo tiempo, para saber si era capaz de estimular el
crecimiento de las plantas de maiz, como consecuencia de su capacidad para fijar N
que fue maxima cuando la bacteria se dejd crecer en masa de maiz.

Se encontrd que A. azotophilum no es productora de agallas en ninguna de las
variedades de plantas antes indicadas y que no ejerce estimulo alguno en el creci-
miento de las mismas. Tampoco se ohservaron tumoracicnes en Jas plantas de maiz
infectadas con A. tumefaciens, lo que indica que son resistentes a esta bacteria. Se
comprobé la formacién de agallas en la base del tallo de las plantas de jitomate
inoculadas con este mismo agente patégeno,
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SUMMARY

A comparative physiological study was made of Agrobacterium azotophilum Ulloa &
Herrera and Agrobacterium tumefaciens (Smith & Townsend) Conn, in relation to
nitrogen [ixing capacity and pathogenic action in plants.

Acetylene reduction was studied to find out the possible N, fixation capacity by
both bacteria. It was found that only 4. azotophilum fixes individually and also in
the presence of A. tumefaciens.

For the study of the possible pathogenic action in plants, both bacteria were in-
oculated at the base of the stem, individually and mixed, in two varieties of corn
plants {(Zea mays L.) and in one variety of tomato (Lycopersicum esculentum Mill.)
to know if 4. azotophilum is a pathogenic crown gall producer bacterium and,
at the same time, if it is capable to stimulate the growth of corn plants because of
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its N, fixation capacity which was best when the bacterium was growing in maize

dough,

It was found that 4. azefephilum is not a crown gall producer in any of the varietics
cf plants before mentioned, and that does not stimulate their growth. Neither of
the corn plants infected with A. tumefaciens produced crown galls, wich indicates
that those plants are resistant to this species. On the contrary, as it is known, it

produced crown galls in tomato plants.

INTRODUCCION

Se ha puesto de manifiesto la necesidad
de buscar, en forma apremiante, alimen-
tos ricos en compuestos nitrogenados, es-
pecialmente proteinas, que puedan estar
al alcance de numerosas poblaciones del
mundo y, en particular, de la Repiblica
Mexicana.

Las investigaciones de Cravioto et al.
{1951, 1955}, Massieu et al. (1959), He-
rrera y Ulloa (1970), Ulloa et al. (1971),
Herrera et al. (1972), han motivado el
interés del cstudio sobre el valor nutritivo
de los alimentos fermentados indigenas de
México. En realidad, los alimentos fer-
mentados son consumidos, en gran abun-
dancia y de manera rutinaria, por varios
cientos de millones de personas, tanto en
paises de América y Africa, como en Chi-
na, Indonesia, Japén, India y Filipinas,
entre otros. Por otra parte, les microor-
ganismos que intervienen en la produc-
cién de dichos alimentos, podrian tener
diversas aplicaciones en la industria, en la
agricultura y en la medicina; o bien, seria
conveniente que se les conociera en cuan-
to a su capacidad para provocar estados
patolégicos en las plantas, en los animales
y en el hombre.

El registro como especie nueva de Adgro-
bacterium azotophilum (Ulloa y Herrera,
1972), bacteria fijadora de nitrégeno ais-
lada del pozol, que es la masa de maiz
fermentada y consumida como alimento
basico, por mucha gente del sur y sureste
de México, despert6 el interés de la pre-
sente investigacion, en la que se tratd de

hacer un estudio comparativo entre la
especie mencionada, y otra del mismo gé-
nero: A. tumefaciens, bien conocida por
su patogenicidad en vegetales.

A. azotophilum es una bacteria que po-
dria considerarse poco afin a las otras es-
pecies del mismo género, principalmente
per su capacidad de fijar nitrégeno ele-
mental y por no producir hipertrofia en
tejidos vegetales. No obstante, estas carac-
teristicas se presentan con gran amplitud
y variacién circunstancial en muy diver-
sos géneros de bacterias.

Auncue aparentemente las dos especics
estudiadas no tienen relacién debido a
gue una fue aislada del pozol y la otra se
desarrolla, por lo comfiin, en diversas plan-
tas, en las que produce estados patoldgicos
de tipo tumoral, por una parte, la poten-
cialidad ecoldgica de ambas puede ser ma-
yor que la conocida y otra posibilidad es
que las diversas especies de un mismo gé-
nero tengan hibitats diferentes,

Por otra parte, aun cuando en una re-
visién taxondmica posterior se decida que
A. azotéphilum no corresponde al género
Agrobacterium sino a algin otro género
en el que se incluyen tipicas bacterias li-
bres fijadoras de nitrégeno, por ejemplo
el género Beijerinckia, con el cual tiene
semejanzas morfoldgicas y fisiolégicas, la
comparacién de dos especies con caracte-
risticas contrastantes por lo que respecta
a la capacidad de fijacién de nitrégeno
elemental y a la patogenicidad en vegeta-
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les, abre la puerta en la planeacién de
investigaciones que permitan obtener ce-
pas de bacterias con caracteristicas bené-
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ficas para la agricultura y la industria,

mediante e] intercambio de los genes apro-
piados.

MATERIALES Y METODOS

1. Material bioldgico

1.

IT.

Cepas de bacterias: 1) Agrobacterium
azotophilum Ulloa y Herrera, adqui-
rida del cultivo tipo {(en atole de maiz
al 20%) del Laboratorio de Alicolo-
gia y Fitopatologia del Departamento
de Botinica del Instituto de Biolo-
gia de la Universidad Nacional Auto-
noma de México. 2) Agrobacterium
tumefaciens (Smith y Townsend)
Conn, adquirida en forma liofilizada
de la Coleccién Americana de Culti-
vos de Tipos (American Type Cul-
ture Collection): 12301 Parklawn
Drive, Rockville Maryland, Estados
Unidos de América.

. Cultivos de plintulas y de plantas:

Zea meys L. vars. H366 y H309. 2)
Lycopersicon esculentum Mill. var.
ACE. Ambos obtenidos mediante la
siembra de semillas proporcionadas
por la Productora Nacional de Semi-
llas, dependiente de la Secretaria de
Agricultura v Recursos Hidrulicos,
México, D. F.

Medios de cultive empleados

Extracto de malta agar (Malt extract
agar, Difco).

Malta agar (Malt agar, Difco),
Caldo nutritivo (Nutrient broth, Dif-
co).

Agar nutritivo (Nutrient agar, Dif-
co).

Jugo de ocho verduras Campbell
(VB) tanto liquido como sélido (en

10.

II1.

IV.

este Ultimo caso su composicién es:
15 g de Bacto agar, Difco, jugo de
ocho verduras 300 ml, CaC0, 4.5 g,
agua destilada 1000 ml}.

. Atole de maiz al 109 (masa de maiz

deshidratada marca Minsa 10 g, agua
destilada 90 ml).

Medio 77 G de Fred y Waksman li-
quido {Allen, 1951; Ulloa et al,
1971).

. Medio 77 S liquido (Taboada et al..

1971).

. Medio 77M liquide (Taboada et al.,

1971).

Medio selectivo de Patel para el aisla-
miento de A. fumcfaciens (tauroco-
lato de sodio 3 g, peptona 10 g, agar
15 g, agua destilada 1000 ml).

Material para el estudio de cromato-
grafta en fase de vapor

Cromatégrafo Aerograph Hy-F: mo-
delo 600 I} con detector de hidroge-
no, acoplado a un registrador Leeds
y Northrup modelo H.

Métodos

. La capacidad de reduccién de aceti-

leno por las ccpas estudiadas se hizo
siguiendo los mismos procedimientos
descritos por otros autores (Taboada
et al., 1971).

. El estudio comparativo de la patoge-

nicidad de las cepas estudiadas se hizo
empleando la metodologia propucsta
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por Klein y Tenenbaum (1953) y por
Lippincot y Heberlein (1965), para
la prueba del disco de la zanahoria,
en la que también se investigd la pre-
sencia de taninos, segin ha sido regis-
trado para A. tumefaciens (Sylvester
y Countryman, 1933).

Por otra parte, se hicieron inoculacio-
nes de plintulas y de plantas jévenes de
maiz y jitomate, con las bacterias en es-
tudio, siguiendo dos técnicas: 1) la de

escarificacién con un bisturi estéril, para
provocar una herida de 3 mm de longitud
y profundidad variable en la base del ta-
llo de cada una de las plantas usadas en
el experimento, seguida por una aplica-
cién, en dicha herida, de una pequeiia
porcién de cultivo bacteriano obtenido
en medioc V8 agar. 2) el riego directo a
las plantas heridas con una cantidad de-
terminada de un cultivo de bacterias en
jugo V8 liquido.

RESULTADOS Y DISCUSION

1. De las dos cepas bacterianas aqui es-
tudiadas, sélo los cultivos de A. azotophi-
fum fueron capaces de reducir acetileno
a etileno, tanto puros como mezclados con
A. tumefaciens.

Esto indica, que la primera especie
mencionada no es inhibida por la presen-
cia de A. tumefaciens en su funcidn fija-
dora de nitrégeno elemental. Por el con-
trario, Ia reduccién de acetileno a etileno
en los cultivos obtenidos de la mezcla de

L1 4.8 de etilouo en (pM)

las dos especies fue ligeramente mayor;
no obstante que esta diferencia no es sig-
nificativa (Figs. 1 y 2}, es posible que
estudios posteriores enfocados al aspecto
cuantitativo de la fijacién de nitrégeno en
diversas condiciones, usando mezclas de
estas bacterias, indiquen una interaccién
en su metabolismo, como se ha observado
en cultivos mixtos de dos especies de bac-
terias fijadora de nitrégenc (Taboada et
al., 1975). También puede pensarse en la

Condicica ansarobis

_ _ _ Condicidn warchim
c.3 L
o2
0.1 —
: Z -
P — e
_-——
> —_ - e
-l * + —_— tiampo
10 bre 50 hre 72 hre 100 hra 160 brs 200 hra

Fig. 1. Etileno acumulade durante la incubacién de A. ezotephilum en atole de masa de
maiz en una atmdsfera con acetileno.
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Fig. 2. Etileno acumulado durante la incubacion de A. azotophilum con A. tumefaciens en
atole de masa dec maiz, en una atmoésfera de acetileno.

posibilidad de transferir el gene respon.
sable de la fijacién de nitrégeno elemen-
tal, de A. azotophilum a A. tumefaciens,
de manera que esta (ltima especie, en vez
de ocasionar perjuicios a las plantay que
parasita se establezca en ellas en un equi-
librio simbidtico como fijadora de nitré-
geno, O bien, se podria transferir cierta
capacidad patogénica de A. tumefaciens
a A. azotophilum con la misma finalidad
de establecer una relacién simbidtica en-
tre una bacteria fijadora de nitrogeno li-
bre y determinadas plantas hospederas
(Klein y Klein, 1953).

2. La reduccién de acetileno a etileno
pot los cultivos de A. azotophilum y de
A. azotophilum mezclado con A. tume-
faciens fue éptima en atole de maiz al
10%, y en el medio 77 S de Fred y Waks-

marn.

3. En todos los casos, la actividad del
sistema de la nitrogenasa fue mayor en
condiciones anaerdbicas que en condicio-
nes aerobias, resultado que concuerda con
el registrado por Pengra y Wilson (1958),
Kalinskaya (1968), y Taboada ef 4l

{1975), para Klebsiella pneumoniae
{Schroeter) Trevisan ( = Aerobacter aero-
genes (Kruse) Beijerinck, y para A. azo-
tophilum por Taboada et af. (1971).

4. Los cultivos monoespecificos y mix-
tos de A. azotophilum y A. tumefaciens
no provocaron una inhibicién o un incre-
mento notorios en el crecimiento de las
plantulas de maiz y de jitomate, cuando
fueron adicionados al suelo, estéril o na-
tural, donde se desarrollaron dichas plan-
tulas.

Se pensd que, por la capacidad que tie-
ne la primera especie mencionada para
fijar nitrogeno atmosférico elemental, no
s6lo en masa de maiz sino también en tie-
rra (Taboada et al. (1973), pudiera ejer-
cer una accién favorable en el crecimiento
de las plantas cultivadas. Esto quizi sea
efectivo sélo en condiciones especiales de
deficiencia de compuestos nitrogenados en
el suelo de cultivo. Segiin esto, habria que
hacer un estudio especial enfocado a co-
nocer el posible papel de 4. azotophilum
como fertilizante. Por otra parte, 4. tume-
faciens parece ser indiferente, en cuanto
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a su accién inhibitoria para ¢l desarrollo
de las plantas, mientras no ocasiona la
formacién de tumores (agallas o cecidias),
en las mismas,

5. En discos de zanahoria y en plantas
de jitomate, de 50 dias de crecimiento y
de una altura aproximada de 30 cm, s6lo
A. tumefaciens provocd la formacion de
tumores, tanto en cultivos monoespecifi-
cos, como en cultivos mixtos de esta espe-
cie con A. azotophilum. En todos los ca-
sos se obtuvo el aislamiento de A. fume-
faciens en el medio selectivo de Patel a
partir de las apallas (Patel, 1928). Las
bacterias asi aisladas fueron reinoculadas
en plantas de jitomate en las que se ob-
servd nuevamente la formacién de agallas.
A las agallas se agregé una solucién de
cloruro férrico al 109 para demostrar la
presencia de taninos que son la causa de
la coloracién obscura que se presenta con
el reactivo mencionado en las agallas pro-
ducidas por A. fumefaciens (Klein vy
Klein, 1933). En plantas de malz, asi
como en plantulas de maiz y de jitomate,
no se obtuvo., en ningdin caso, la forma-
cién de agallas.

Esto concuerda con los datos registra-
dos en la bibliografia para A. tumefacicens
(Hildebrand, 1942; Hohn, 1946: Edmond
et al., 1964). Por otra partc, en este tra-
bajo se comprueba, por primera vez que
A. azotophilugm no es patdgeno para el
maiz ni para el jitomate {al menos en las
variedades aqui utilizadas). Otros autores
ya han discutido la posible accion bené-
fica dc esta bacteria, en la alimentacion
humana, al intervenir como fijadora de
nitrégeno elemental, durante la fermen-
tacién de la masa de maiz llamada pozol.
con el consecuente enriquecimiento de
ésta en proteinas y en ciertas vitaminas
(Herrera v Ulloa, 1970: Ulloa et al.
1971: Taboada et af., 1973},
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