Pastos y Forrajes, Vol. 31, No. 2, 2008 151

Aislamiento y caracterizacion de cepas de rizobios aisladas
de diferentes leguminosas en la regién de Cascajal, Villa Clara

Isolation and characterization of rhizobia strains isolated
from different legumes in the Cascajal region, Villa Clara

Guianeya Pérez!, Gretel Gomez?, Maria C. Napoles? y Belkis Morales?

! Instituto de Investigaciones de Pastos Forrajes (11PF)
Carretera Central. Loma de Tierra, Cotorro, Ciudad de La Habana
2 Instituto Nacional de Ciencias Agricolas (INCA)

E-mail: guianeya@inca.edu.cu

Resumen

Se aislaron 19 cepas de rizobio a partir de los nédulos de las leguminosas Canavalia ensiformis, Stylosanthes
guianensis, Centrosema molle, Pueraria phaseoloides y Macroptilium atropurpureum, con el objetivo de
obtener inoculantes efectivos para dichos cultivos en suelos acidos. Para la caracterizacion de los aislados
bacterianos se estudiaron sus caracteristicas micromorfoldgicas, tintoriales y culturales, asi como algunas
respuestas fisioldgico-bioquimicas, tales como la excrecion de &cido o base al medio de cultivo y el ensayo de
la cetolactasa. Se hizo un ensayo de nodulacién in vitro con cada una de las leguminosas para determinar la
efectividad de los aislados. De acuerdo con las caracteristicas culturales, la tasa de crecimiento en medio
LMAYy la produccién de &cido o base, los aislados obtenidos pudieran pertenecer a los géneros Bradyrhizobium
y Rhizobium y/o Sinorhizobium. La prueba de la cetolactasa permitié conocer que ninguno de los aislados en
estudio pertenece al género Agrobacterium. El ensayo con plantas inoculadas mostré que todas las cepas
aisladas fueron efectivas en la nodulacion, ya que nodularon en las leguminosas probadas. Se concluye que de
las cepas aisladas 11 pudieran pertenecer al género Bradyrhizobium, mientras que las ocho restantes compar-
ten caracteristicas similares con los géneros Rhizobium y/o Sinorhizobium; todos los aislados fueron efectivos
en lanodulacién y pueden considerarse cepas promisorias para la obtencion de inoculantes para las legumino-
sas forrajeras en estudio.
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Abstract

Nineteen rhizobium strains were isolated from the nodules of the legumes Canavalia ensiformis, Stylosanthes
guianensis, Centrosema molle, Pueraria phaseoloides and Macroptilium atropurpureum, with the objective
of obtaining effective inoculants for such crops in acid soils. For the characterization of the bacterial isolates,
their micromorphological, staining and cultural characteristics were studied, as well as some physiological-
biochemical responses, such as the excretion of acid or base to the culture medium and the cetolactase assay.
An in vitro nodulation essay was performed with each legume to determine the effectiveness of the isolates.
According to the cultural characteristics, the growth rate in YMA method and the production of acid or base,
the isolates obtained could belong to the genera Bradyrhizobium and Rhizobium and/or Sinorhizobium. The
cetolactase test allowed to learn that none of the studied isolates belongs to the Agrobacterium genus. The trial
with inoculated plants showed that all the isolated strains were effective in nodulation, because they nodulated
in the tested legumes. It is concluded that from the isolated strains, 11 could belong to the genus Bradyrhizobium,
while the other eight share similar characteristics with the genera Rhizobium and/or Sinorhizobium; all the
isolates were effective in nodulation and they can be considered promising strains for obtaining inoculants for
the studied forage legumes.
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Introduccion

En la actualidad el uso indiscriminado de pro-
ductos quimicos en la agricultura constituye un
problema global. Aunque estos promovieron un
incremento considerable de los rendimientos
agricolas durante varios afios, ahora son la prin-
cipal causa de la pérdida de la fertilidad de los
suelos, la contaminacion de las aguas subterréa-
neas y, en muchos casos, de dafios a la salud
humana. Esta situacion se agudiza con la cre-
ciente demanda de alimentos y el agotamiento
progresivo de los recursos no renovables de la
Tierra. Por ello se hace evidente la necesidad de
buscar alternativas que permitan la sostenibilidad
agricola.

Es conocida, desde hace mas de ciento vein-
te afios, la capacidad de las leguminosas para
utilizar el N, del aire, a través de la eficiente
relacion simbidtica que se establece entre estas
plantas y las bacterias fijadoras de nitrégeno
(diazotrofas), segun Olivares (2004). El proce-
so de colonizacion de estas bacterias, si bien
ocurre de forma natural, en ocasiones no resulta
del todo eficiente, lo cual se debe, entre otras
causas, a que la carga microbiana en los suelos
es muy baja, como producto de la erosién. En
los Gltimos afios se ha incrementado el uso de
rizobios como biofertilizantes, ya que los bene-
ficios para las plantas y el suelo son apreciables.

Es por ello que la obtencion de cepas de es-
tos microorganismos para diferentes cultivos de
leguminosas y que se encuentren adaptadas a
diversas condiciones edafoclimaticas, constitu-
ye una alternativa econémica y ecolégicamente
sustentable para la agricultura cubana en el me-
joramiento de los cultivos, los suelos y los
ecosistemas en general. Teniendo en cuenta lo
anterior, el objetivo del presente trabajo fue el
aislamiento y la caracterizacion de cepas
promisorias de rizobio para la produccion de
inoculantes.

Materiales y Métodos

Zona de muestreo. La prospeccién de los
nodulos se realizo en las areas de la Estacion
Experimental de Pastos y Forrajes de Cascajal,
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Introduction

Nowadays the indiscriminate use of
chemicals in agriculture constitutes a global
problem. Although they promoted a remarkable
increase of agricultural yields for several years,
they are now the main cause of soil fertility loss,
contamination of underground waters and, in
many cases, damage to human health. This
situation is enhanced with the increasing demand
for food and the progressive depletion of non
renewable resources of the Earth. For such reason
the need to find alternatives that allow
agricultural sustainability becomes evident.

The capacity of legumes to use N, from the
air, through the efficient symbiotic relationship
established between these plants and nitrogen
fixing bacteria (diazotrophs) has been known for
more than one hundred and twenty years,
according to Olivares (2004). The colonization
process of these bacteria, although occurring
naturally, sometimes is not completely efficient,
which is due, among other causes, to the fact
that the microbial stock in the soils is very
low, because of erosion. In recent years the
use of rhizobia as biofertilizers has increased,
because the benefits for the plants and soil are
noticeable.

That is why obtaining strains of these
microorganisms for different legume crops and
which are adapted to different edaphoclimatic
conditions, constitutes an economical and
ecologically sustainable alternative for Cuban
agriculture in the improvement of crops, soils
and ecosystems in general. Taking into
consideration the above-stated facts, the
objective of this work was the isolation and
characterization of promising rhizobium strains
for the production of inoculants.

Materials and Methods

Sampling zone. The prospecting of the
nodules was carried out in the areas of the
Experiment Station of Pastures and Forages of
Cascajal, located in the Villa Clara province, on
a Gley nodular ferruginous soil (Hernandez et
al., 1999), pH 5,1.
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ubicada en la provincia de Villa Clara, en un
suelo Gley nodular ferruginoso (Hernandez et
al., 1999) de pH 5,1.

Prospeccidon de nédulos. Se muestrearon las
leguminosas: Canavalia ensiformis (canavalia),
Stylosanthes guianensis (stylo), Centrosema
molle (centrosema), Pueraria phaseoloides
(kudz() y Macroptilium atropurpureum (siratro),
segun la metodologia descrita por Beck, Materon
y Afandi (1993). Se tomaron los nddulos de ta-
mafio grande o mediano ubicados en la parte
superior de la raiz principal. En todos los casos
se escogieron plantas vigorosas en la etapa de la
floracion, sin indicios de ataque de plagas o en-
fermedades. Los nddulos fueron conservados
adecuadamente para su posterior traslado hasta
el laboratorio (Halliday y Date, 1976).

Aislamiento y purificacion de los rizobios. La
metodologia utilizada para el aislamiento de las
cepas a partir de los nédulos se ajusto a la des-
crita por Vincent (1970). Los cultivos se realizaron
en medio levadura manitol agar (LMA) y fue-
ron incubados a 28°C durante 10 dias. Se
seleccionaron aquellas colonias con caracteris-
ticas culturales semejantes a los rizobios, que
no absorbieran el colorante rojo congo, y se reali-
zaron pases sucesivos de ellas en LMA hasta
obtener un cultivo puro. Posteriormente se con-
servaron en cufias de este mismo medio a 4°C.
La pureza de los cultivos, asi como sus caracte-
risticas tintoriales y la morfologia de las células,
se determinaron mediante la tincion de Gram
(Sosa, Elias, Garcia y Sarmiento, 2004).

El estudio de las caracteristicas culturales de
las cepas (formay tamafrio de las colonias, color
y textura) y de la tasa de crecimiento, se realizo
mediante la siembra de cada uno de los aislados
en medio LMA a pH 6,8 y se incubaron 10 dias
a28°C. Después se observo mediante un micros-
copio estereoscopico.

Produccion de acido o base. Se cultivo cada
uno de los aislados en medio LMA (pH 6,8) con
indicador azul de bromotimol (0,5% en NaOH
0,016N) y en LMA (pH 5,5) con pdrpura de
bromocresol a igual concentracion, incubados a
28°C, durante diez dias, segun la tasa de creci-
miento de cada una de las cepas. Una vez con-
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Nodule prospecting. The legumes: Canavalia
ensiformis, Stylosanthes guianensis, Centrosema
molle, Pueraria phaseoloides and Macroptilium
atropurpureum were sampled, according to the
methodology described by Beck, Materon and
Afandi (1993). The large or medium-size nodules
located in the top part of the main root were
taken. In all cases vigorous plants in the
flowering stage were chosen, without signs of
pest or disease attack. The nodules were
adequately conserved for their later transference
to the laboratory (Halliday and Date, 1976).

Isolation and purification of the rhizobia. The
methodology used for the isolation of strains
from the nodules was adjusted to the one
described by Vincent (1970). The cultures were
made in yeast mannitol agar medium (YMA) and
were incubated at 28°C for 10 days. Those
colonies with cultural characteristics similar to
the rhizobia were selected, which would no
absorb Congo red staining, and they were
successively put in YMA until obtaining a pure
culture. Afterwards, they were conserved in
wedges of this same medium at 4°C. The purity
of the cultures, as well as their staining
characteristics and the morphology of the cells,
were determined through Gram staining (Sosa,
Elias, Garcia and Sarmiento, 2004).

The study of the cultural characteristics of
the strains (size and form of the colonies, color
and texture) and of the growth rate, was carried
out by sowing each isolate in YMA medium at
pH 6,8 and incubating them for 10 days at 28°C.
Afterwards, observation was made through a
stereoscopic microscope.

Acid or base production. Each isolate was
cultivated in YMA medium (pH 6,8) with
bromothymol blue indicator (0,5% in NAOH
0,016N) and in YMA (pH 5,5) with bromcresol
purple at the same concentration, incubated at
28°C, for ten days, according to the growth rate
of each strain. Once the growth was concluded
color change was observed in the medium (Sosa
et al., 2004).

Cetolactase essay. All the isolates were
cultivated in yeast-lactose-agar (YLA) medium
and were incubated at 28°C, for three and seven
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cluido el crecimiento se observo cambio de co-
loracion en el medio (Sosa et al., 2004).

Ensayo de la cetolactasa. Todos los aislados
fueron cultivados en medio levadura-lactosa-
agar (LLA) y se incubaron a 28°C, durante tres
y siete dias de acuerdo con la cepa. Transcurri-
do este tiempo se afiadieron 10 mL del reactivo
de Benedict sobre el crecimiento y al cabo de 10
minutos se observo el cambio de coloracion del
medio.

Ensayo de nodulacion. Las semillas se des-
infectaron con etanol al 70% y posteriormente
con hipoclorito de sodio al 25% (v/v), durante
cinco minutos en cada caso; las de siratro se tra-
taron durante 10 min con &cido sulfdrico con-
centrado. Después de la desinfeccion, se enjua-
garon varias veces con agua destilada estéril y
se incubaron en la oscuridad durante 24 horas a
30°C para su germinacion. Las semillas con rai-
ces emergentes (de aproximadamente 1-2 cm)
se colocaron en tubos de ensayo que contenian
30 mL del medio Norris y Date (Norris y Date,
1976) semisolido, a razon de una semilla por tubo.

Las semillas de canavalia se sembraron en
cubitos que contenian suelo estéril. Las raices
de las plantas se inocularon cinco dias después,
descargando con micropipeta 1 mL de in6culo a
una concentracion de 108UFC.mL, preparado
en medio LMA liquido y en condiciones de agi-
tacion, durante 24 horas para las cepas de
crecimiento rapido y tres dias para las de creci-
miento lento.

Cada cultivo se inocul6 en la leguminosa de
origen y en siratro, utilizada como control de la
nodulacién. En todos los casos las plantas se
mantuvieron en condiciones controladas de luz/
oscuridad de 16/8 horas, a una temperatura de
25°C y humedad relativa del 70%. Cuatro sema-
nas después se determiné el nimero de nédulos
en las raices de las plantas y su coloracion, como
un método visual para conocer su efectividad
(FAO, 1985).

Resultados y Discusion

Aislamiento y purificacion. Para la seleccion
de las colonias tipicas de este grupo de bacte-
rias, un elemento esencial fue la falta de absor-
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days according to the strain. After that time 10
mL of Benedict reagent were added on the
growth and after 10 minutes the color change of
the medium was observed.

Nodulation essay. The seeds were disinfected
with ethanol at 70% and afterwards with sodium
hypochlorite at 25% (v/v), for five minutes in
each case. The seeds from M. atropurpureum
were treated for ten minutes with concentrated
sulfuric acid. After the disinfection, they were
washed several times with sterile distilled water
and were incubated in the dark for 24 hours at
30°C for their germination. The seeds with
emerging roots (approximately 1-2 cm long) were
placed in test tubes that contained 30 mL of the
semisolid Norris and Date medium (Norris and
Date, 1976), at a rate of one seed per test tube.

The seeds from C. ensiformis were sown in
small buckets which contained sterile soil. The
roots of the plants were inoculated five days later,
discharging with micropipette 1 mL of inoculum
at a concentration of 10.CFU.mL%, prepared in
liquid YMA medium and under shaking
conditions, during 24 hours for the fast-growth
strains and three days for the slow-growth strains.

Each culture was inoculated in the leguminous
plant of origin and in M. atropurpureum, used as
nodulation control. In all cases the plants were
maintained under controlled conditions of light/
darkness of 16/8 hours, at a temperature of 25°C
and relative humidity of 70%. Four weeks later
the number of nodules in the plant roots and their
color were determined, as a visual method for
knowing the effectiveness (FAO, 1985).

Results and Discussion

Isolation and purification. For the selection
of the typical colonies of this group of bacteria,
an essential element was the lack of absorption
of the Congo red dye. In general, the rhizobia
colonies are observed white or slightly pink,
because they do not absorb this dye (Sosa et al.,
2004). As a result of the selection, a total of 19
colonies were isolated: six from C. ensiformis,
four from S. guianensis and three from C. molle,
P. phaseoloides and M. atropurpureum,
respectively.
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cion del colorante rojo congo. Por lo general,
las colonias de rizobios se observan blancas o
ligeramente rosadas, debido a que no absorben
este colorante (Sosa et al., 2004). Como resulta-
do de la seleccion, se aislaron 19 colonias en
total: seis procedentes de canavalia, cuatro de
stylosantes y tres de centrosema, kudzu y siratro,
respectivamente.

Ensayo de la cetolactasa. Este ensayo resul-
t6 negativo en todos los casos, lo que indicé que
ninguno de los aislados en estudio pertenecia al
género Agrobacterium, muy similar fenotipica-
mente a las especies del género Rhizobium (Sosa
et al., 2004).

Caracterizacion micromorfoldgica y cultu-
ral. Dentro del grupo de los rizobios se agrupan
bacterias que difieren en cuanto a sus caracte-
risticas morfoldgicas, culturales y fisioldgico-
bioquimicas; de ahi que existan nueve géneros.
Los mas conocidos son: Azorhizobium,
Bradyrhizobium, Mesorhizobium, Rhizobium y
Sinorhizobium, y los cuatro ultimos son los de
mayor nimero de especies descritas (Lloret y
Martinez-Romero, 2005).

Para realizar el estudio fenotipico de las bac-
terias pertenecientes al grupo de los rizobios es
necesario tener en cuenta las caracteristicas de
morfologia celular y colonial, asi como las
bioquimicas y fisiologicas, entre otras. El cimulo
de estos datos se evaltia mediante un analisis de
agrupamiento (taxonomia numeérica) que permite
ubicar estos microorganismos en los distintos
géneros y especies reportados hasta ahora en la
literatura (Wang, Martinez-Romero y LoOpez
Lara, 2001).

En este trabajo se observo, mediante la tincién
de Gram, que la morfologia de las células y sus
caracteristicas tintoriales se correspondian con
las descritas para este grupo de bacterias: las
células eran bacilos Gram negativos, de peque-
fio tamafio, finos y no formaban esporas. De for-
ma general, estas aparecen en los diferentes gé-
neros de rizobios (Garrity y Holt, 2001). Sin
embargo, el estudio de las caracteristicas cultu-
rales y las fisioldgicas, asi como la produccion
y excrecién de compuestos al medio de cultivo,
no es comun entre todos los géneros de rizobios.
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Cetolactase essay. This essay turned out to
be negative in all cases, which indicated that none
of the isolates under study belonged to the
Agrobacterium genus, very similar phenotypically
to species of the Rhizobium genus (Sosa et al.,
2004).

Micromorphological and cultural
characterization. Within the rhizobia group bac-
teria are included which differ regarding their
morphological, cultural and physiological-
biochemical characteristics; hence there are nine
genera. The best known ones are: Azorhizobium,
Bradyrhizobium, Mesorhizobium, Rhizobium
and Sinorhizobium, and the last four are those
with higher number of described species (Lloret
and Martinez-Romero, 2005).

In order to perform the phenotypical study of
the bacteria belonging to the rhizobia group, it
is necessary to take into consideration the
characteristics of cellular and colonial morphology,
as well as the biochemical and physiological
characteristics, among others. The total of these
data is evaluated by means of a grouping analysis
(numerical taxonomy) which allows to place
these microorganisms in the different genera and
species reported until now in literature (Wang,
Martinez-Romero and Lopez Lara, 2001).

In this work it was observed, by means of
Gram staining, that the morphology of the cells
and their staining characteristics were in
correspondence with those described for this
group of bacteria: the cells were small, fine,
Gram-negative bacilli, and did not form spores.
In general, they appear in the different rhizobia
genera (Garrity and Holt, 2001). Nevertheless,
the study of the cultural and physiological
characteristics, as well as the production and
excretion of compounds to the culture medium,
is not common among all the rhizobia genera.

The study of these characteristics showed that
among the isolates under study there were
morphological and physiological characteristics
that allowed to form two groups (fig. 1).

The first group of isolates was formed by fast-
growth bacteria, which formed large and mucous
colonies in YMA medium, and excreted acid
substances. These particularities are common in
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El estudio de estas caracteristicas mostré que
entre los aislados en estudio existian diferencias
morfoldgicas y fisiologicas que permitian for-
mar dos grupos (fig. 1).

El primer grupo de aislados se caracteriz6 por
ser bacterias de crecimiento rapido, que forma-
ban colonias grandesy mucosas en medio LMA,
y excretaban sustancias acidas. Estas particula-
ridades son comunes en las especies de los
géneros de crecimiento rapido Rhizobium y
Sinorhizobium, que forman la familia Rhizobiaceae
y Se caracterizan por presentar colonias grandes
de 2-5 mm, circulares, blancas o de color beige,
convexas, semitraslucidas y mucilaginosas
(Anon 1994; Wang et al., 2001). Mediante las
caracteristicas estudiadas en este trabajo no fue
posible diferenciar estos dos géneros, ya que no
existian diferencias fenotipicas entre ellos debi-
do a su cercania filogenética (Lloret y
Martinez-Romero, 2005). Para identificar cada
uno de ellos es necesario un estudio més profundo
que incluya técnicas genéticas y moleculares.

Un segundo grupo de aislados se caracterizd
por crecer muy lentamente a partir de los 5-7
dias, formar colonias de muy pequefio tamafio,
sin produccion de mucus y con la excrecion de
sustancias basicas al medio. Este comportamien-
to coincide con el descrito para el género de cre-
cimiento lento Bradyrhizobium, el cual forma
colonias pequefias que miden menos de 1 mm,
son circulares, secas, rara vez trasltcidas, blan-

8 aislados <
Excrecion de acidos

19 aislados -

11 aislados <
.>

Excrecion de bases
.
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the species from fast-growth genera Rhizobium
and Sinorhizobium, which form the family
Rhizobiaceae and are characterized by presenting
large 2-5 mm colonies, round, white or beige,
convex, semi-translucent and mucilaginous
(Anon, 1994; Wang et al., 2001). By means of
the characteristics studied in this work it was not
possible to differentiate these two genera,
because there were no phenotypical differences
between them due to their phylogenetic
proximity (Lloret and Martinez-Romero, 2005).
To identify each one of them a further study is
necessary, including genetic and molecular
techniques.

A second group of isolates was characterized
by growing very slowly from 5-7 days, forming
very small colonies, without mucus production
and with the excretion of basic substances to the
medium. This behavior coincides with the one
described for the slow-growth genus
Bradyrhizobium, which forms small colonies
measuring less than 1 mm, that are round, dry,
rarely translucent, white, convex and tend to be
granulose (Sosa et al., 2004).

Although the rhizobia genera are defined
based on the phylogeny of the genes 16S rRNA,
some have phenotypical characteristics which
distinguish them from the others. The
morphological and physiological study that is
commonly carried out for the characterization
of these microorganisms, although not defining

Crecimiento rapido, 2-3 dias
Colonias de 2-5 mm: circulares, mucosas,
blancas y traslicidas o semitraslicidas

Rhizobium y/o
— Sinorhizobium

Crecimiento lento, 5-7 dias
Colonias de 1 mm: circulares, secas, cremosas —— Bradyrhizobium
o blancas y granulosas o semitraslicidas

Fig. 1. Relacion de las caracteristicas culturales, la tasa de crecimiento y la produccion de 4cido o base

de los diferentes aislados de rizobios.

Fig. 1. Relation of the cultural characteristics, growth rate and production of acid or base of the different

rhizobia isolates.
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cas, convexas Y tienden a ser granulosas (Sosa
et al., 2004).

Aunqgue los géneros de rizobios se definen
sobre la base de la filogenia de los genes 16S rRNA,
algunos tienen caracteristicas fenotipicas que los
distinguen de los demas. El estudio morfolégico
y fisioldgico que comunmente se lleva a cabo para
la caracterizacion de estos microorganismos, Si
bien no es definitorio para la clasificacion taxo-
némica de las cepas de rizobios, permite al menos
diferenciar géneros muy diferentes fenotipica-
mente entre si; tal es el caso de Bradyrhizobium,
Mesorhizobiumy la familia Rhizobiaceae (Wang
et al., 2001). Es por ello que en este trabajo se
proponen, como posibles miembros de la fami-
lia Rhizobiaceae (géneros Rhizobium y/o
Sinorhizobium), ocho de las 19 cepas de rizobios
en estudio; mientras que los 11 restantes posi-
blemente pertenecen al género Bradyrhizobium.

De las ocho cepas de crecimiento rapido seis
se lograron a partir de los nédulos de canavalia
y las dos restantes de centrosema y kudzd, res-
pectivamente. Sin embargo, los aislados de
crecimiento lento se obtuvieron en todas las le-
guminosas muestreadas, excepto en canavalia,
distribuidos de la siguiente manera: cuatro en
stylo, tres en siratro y dos en kudzu y centrosema,
respectivamente. Resulta interesante que en
centrosema y kudzu se aislaran cepas de dife-
rentes géneros de rizobios, lo cual evidencia la
promiscuidad descrita para cierto tipo de legu-
minosa (Lloret y Martinez-Romero, 2005). Por
otra parte, es de destacar que de los n6dulos de
stylo se aislaron cepas que, por sus caracteristicas,
pudieran pertenecer al género Bradyrhizobium;
sin embargo, en la literatura se describe que esta
leguminosa es cominmente nodulada por el gé-
nero de crecimiento rapido Rhizobium. Debe
sefialarse que el presente estudio carece de una
profundizacion a nivel molecular, por lo que es-
tos resultados no son definitorios.

Ensayo de inoculacion in vitro. Uno de los
pasos fundamentales en el aislamiento de célu-
las de rizobios es el bioensayo de inoculacién in
vitro. Este permite verificar si realmente el ais-
lamiento corresponde con una cepa de rizobio y,
ademas, si ésta es efectiva en la nodulacion.
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for the taxonomic classification of the rhizobia
strains, allows at least to differentiate genera that
are very different phenotypically from each
other; such is the case of Bradyrhizobium,
Mesorhizobium and the Rhizobiaceae family
(Wang et al., 2001). That is why in this work
eight of the rhizobia strains under study are
proposed as possible members of the
Rhizobiaceae family (genera Rhizobium and/or
Sinorhizobium); while the other 11 possibly
belong to the Bradyrhizobium genus.

Of the eight fast-growth strains, six were
obtained from the nodules of C. ensiformis and
the other two from C. molle and P. phaseoloides,
respectively. However, the slow-growth isolates
were obtained in all the legumes sampled, except
in C. ensiformis, distributed as follows: four in
S. guianensis, three in M. atropurpureum and
two in P. phaseoloides and C. molle, respectively.
Itisinteresting that in C. molle and P. phaseoloides
strains of different rhizobia genera were isolated,
which shows the promiscuity described for a
certain type of legumes (Lloret and Martinez-
Romero, 2005). On the other hand, it should be
emphasized that from the S. guianensis nodules
strains were isolated which, because of their
characteristics could belong to the Bradyrhizobium
genus; yet, in literature this legume is described
as commonly nodulated by the fast-growth genus
Rhizobium. It must be stated that this research
lacks further studies at molecular level, for which
these results are not definitive.

In vitro inoculation assay. One of the main
steps in the isolation of rhizobia cells is the in
vitro inoculation bioassay. It allows to verify if
the isolation really corresponds to one rhizobium
strain and, besides, if this strain is effective in
nodulation.

All the strains evaluated were positive to
nodulation, because they nodulated in M.
atropurpureum and in the legume of origin in
each case; several nodules were obtained per
plant, relatively large and reddish in their inte-
rior. The presence of leghemoglobin, enzyme that
causes the red color, indicates the efficiency of
the biological fixation of nitrogen (Briones,
2001).
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Todas las cepas evaluadas fueron positivas a
la nodulacion, ya que nodularon en siratro y en
la leguminosa de origen en cada caso; se obtu-
vieron varios nédulos por planta, de tamafio
relativamente grande y de coloracidn rojiza en
su interior. La presencia de la leghemoglobina,
enzima que provoca el color rojo, indica la efi-
ciencia de la fijacion bioldgica del nitrogeno
(Briones, 2001).

Las cepas aisladas de canavalia fueron efec-
tivas en siratro; sin embargo, no fueron capaces
de nodular en condiciones de laboratorio a la
leguminosa de origen. Este resultado pudiera
deberse a factores abioticos, como la intensidad
de la luz, la humedad relativa y otros que influ-
yen en el proceso de fijacion bioldgica. Para ase-
gurar la inefectividad de estas cepas en la
nodulacion tendrian que realizarse otros ensa-
yos de inoculacion in vitro, en condiciones am-
bientales diferentes.

Este trabajo, basado en el estudio de las ca-
racteristicas culturales, tintoriales y fisioldgicas,
permitié ubicar once de las cepas en estudio den-
tro del género Bradyrhizobium y las ocho res-
tantes en los géneros Rhizobium y/o
Sinorhizobium. Se observé promiscuidad en
centrosema y kudzU con relacion a su simbiosis
con los rizobios, ya que se aislaron cepas perte-
necientes a diferentes géneros en un mismo tipo
de cultivo. De acuerdo con los resultados del
bioensayo, se pueden considerar los aislados de
rizobios como microorganismos promisorios
para lainoculacion de las leguminosas forrajeras
estudiadas.

Se recomienda continuar el estudio de selec-
cion de cepas eficientes para diferentes cultivos,
asi como la clasificacion més precisa de los ais-
lados con el empleo de otras técnicas de la taxo-
nomia convencional y polifasica.

Referencias bibliogréficas

Anon. 1994. Bergey’s Manual of determinative
bacteriology. 9" edition. The William and Wilkins
Co., Baltimore, USA. p. 78

Beck, D.P.; Materon, L.A. & Afandi, F. 1993. Practical
rhizobium-legume technology manual. ICARDA.
Syria p. 55

Pastos y Forrajes, Vol. 31, No. 2, 2008

The strains isolated from C. ensiformis were
effective in M. atropurpureum; however, they were
not able to nodulate under laboratory conditions
in the legume of origin. This result could be due to
abiotic factors, such as light intensity, relative
humidity and others that influence the process of
biological fixation. To ensure the ineffectiveness
of these strains in nodulation other in vitro
inoculation assays should be developed, under
different ambient conditions.

This work, based on the study of the cultural,
staining and physiological characteristics,
allowed to place eleven of the strains under study
within the Bradyrhizobium genus and the other
eight in the genera Rhizobium and/or
Sinorhizobium. Promiscuity was observed in C.
molle and P. phaseoloides with regards to their
symbiosis with the rhizobia, because strains
belonging to different genera were isolated in
the same crop type. According to the results of
the bioassay, the rhizobia isolates can be
considered promising microorganisms for the
inoculation of the studied forage legumes.

To continue the selection study of efficient
strains for different crops is recommended, as
well as the most precise classification of the
isolates with the use of other techniques of
conventional and multiphase taxonomy.
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Cria de conejos

Autor: José Luis Barbado

Editorial Albatros. Buenos Aires, Argentina
2006

El libro consta de un total de 190 paginas y esté subdividido en 12 capitulos; consta ademas de
un prologo, una introduccion, un panorama mundial y un panorama argentino acerca de la pro-
duccion cunicula y la necesidad de su incremento en ese pais.

El primer acapite del texto aborda el origen y las caracteristicas de las razas de conejos méas
conocidas y distribuidas en el mundo; el segundo trata acerca de las caracteristicas de la conejera
y las condiciones bésicas de las jaulas, asi como algunas formas artesanales de construccion y los
materiales que se pueden utilizar. Los tres siguientes acapites brindan una informacion
pormenorizada de la fisiologia del sistema digestivo de los conejos, las necesidades de nutrientes
para cada una de las categorias productivas y las implicaciones que trae para la salud de los
animales la deficiencia o el exceso de determinado nutrimento; ademas, describe los principales
grupos de alimentos m&s cominmente usados en la alimentacion de los conejos.

El sexto acépite describe la anatomia de los 6rganos genitales masculino y femenino, y la
fisiologia de la gestacion y la lactacion; también el autor brinda algunas lecciones para lograr el
éxito en la reproduccién y la cria de estos animales. En el siguiente acapite se ofrecen conceptos
de genética, como el cruzamiento consanguineo y la hibridacion; y de igual forma se dan reco-
mendaciones practicas para seleccionar las razas a utilizar y para lograr un manejo adecuado del
conejar en cada una de las categorias productivas. A continuacién se dan algunos consejos para
aquellos productores que se inician en la crianza de conejos y en particular los cuidados especia-
les que necesita la raza Angora.

Después se brinda una seccion dedicada a los principales productos obtenidos a partir de los
conejos como son: la carne, la piel, el pelo y la lana, y se indica su importancia como animal de
laboratorio para investigaciones hematoldgicas y toxicoldgicas. Por ultimo, estan los acéapites
dedicados a las enfermedades de esta especie y las principales recetas de cocina para preparar la
carne, asi como una guia de microemprendimiento con los elementos basicos sobre gestion de
negocios a escala familiar y la comercializacion de los productos.

Como se puede apreciar, estamos ante un libro que en apretada sintesis nos brinda los princi-
pios del manejo y la explotacién del conejo y la forma para lograr la rentabilidad del proceso
productivo. No obstante, los acépites 4 y 5 (referidos a la alimentacion) deben leerse teniendo el
cuidado de obviar determinadas sugerencias como la de alimentar a los conejos con cereales y
algunos otros productos que pueden competir con la alimentacién humana.

M.Sc. Onel Lopez Vigoa




