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RESUMEN
Fin ¢l presente trabajo se desceribe un procedimiento para el aislamiento de

mutantes (Enc ) de Azospirillum brasilense y A. lipoferum incapaces de diferen

ciarse veéetativamente de vibroide a formas encapsuladas (formas-C). El método
se basa en una modificaci6én de la prueba de fluctuacién de Luria y Delbruck. El
procedimiento para aislar las mutantes se logrd, gracias a que éstas presentan
la caracteristica de poder desarrollarse en colonias incoloras, en un fondc de
colonias silvestres (Enc+) que se tinen de rojo sobre la superficie de placas -
de Roje congo. Dicho comportamiento se debe a la incapacidad de las cepas Enc
para sintetizar un clerto polisacarido alin no identificado. La frecuencia de mu
tacidn de Enc+ a Enc estd dada en funcién de cada cepa particular vy de las con
diciones del cultivo empleado. Asimismo se establecid que la condicidn de acro-
bilosis resultd tener mayor frecuencia de mutacidén de Enc+ a Enc . las mutantes
Enc  de A. lipoferum y A. brasilense fueron al menos tan eficientes como sus -
ancestros silvestres , en su capacidad para adherirse y causar deformacion en -
los pelos radiculares de semillas germinadas de trigo. Por otro lado, también
se vid incrementada la frecuencia de mutacién al agregar un decergente (SDS) ca

paz de turar plidsmidos.



INTRODUCCION

Uno de los principales nitrientes que la planta requiere para su crecimien-
to, es el Nitrdgeno, ya que después del Oxigeno, HidrSgeno y Carbono es el prim
cipal componente de los seres vivos, constituyendo escencialmente las pruteinas
acidos orgdnices y acidos nucleicos de los mismos.

A pesar de que el nitrdgeno se encuentra en la atmdsfera conslituyendo el -

78%, las plantas son incapaces de absorberlo en forma de XN Glo pueden asimi

v -e
larlo en forma de amonio, nitraros y urea. Los fertilizantes nitrogenades son e
laborades industrialmente mediante un pproceso llamade de Harber Bosh, el cual -
consiste e¢n convertir el nitrdgeno atmosféricc en amonio. Actualmente el método
se sigue utilizando a pesar de su costo elevado. Bdsicamente el proceso consis-
te en hacer reaccionar cataliticamente el hidrdgeno con el nitrdgeno, sometién-
tnlos a8 altas presiones W Lfemperaturas para dar lugar al amonio. La reaccidén es
JHE + NZ === Zan (17 y 42). En la naturaleza sdlo algunos microorganismos pro-
cvarviontes son capaces de obtener el nitrégeno atmosférico y reducirlo a amonioy
¢ste también conocido como fijacidn de nitrdgeno. Algunos de ellos se encuentran

asociados en las raices de algunas plantas, existen algunos otrcs que son de vi

da iibre como por ejemplo Klebsiella pneumoniae y Azotobacter vinelandii, entre

los que se asocian a las raices de las plantas se encuentra Rhizobium , el cual
forma nddulos en las ralces de algunas plantas leguminosas, mediante una asocia
cion simbidtica muy especifica. La relacidén Rhizobium-leguminosa, ha sido objeto
de numerosos estudios y de ella se ha obtenido la mayorfa de la informacidn que
hasta la fecha se tiene sobre el fendmeno de fijacidn de nitrdgeno. Otro tipo -
de asociacifn que ain no es bien comprendida, se presenta en Azospirillum y en
Beijerinckia, ,Estos se adhieren a la superficie de rafces de pastos.y gramineas
v ce cana de azlcar respectivamente.

La fijacidn de nitrdgeno es catalizada por la enzima nitrogenasa, cuya fun-



cién como ya se mencionf anteriormente es reducir el N, en NH,, (32).

2 4"
Mucho antes que se tuviers conocimiente de las bacterias fijadoras de nitrd
geno, los agricultor-s ya utilizaban las leguminosas para revitalizar el suelo.
En la actualidad se sabe que la importancia de la fijacién de nitrégeno por par
te de los microcorganismos que la llevan a cabo, puede repercutir a nivel mun- -
dial, sustituyendo a lecs fertilizantes nitrcgenados. din embargo para que ésto
pueda ocurrir es necesario una mayor investigacién sobre el i{endmeno. De hecho
se ha estimado, que la asociacién Rhizobium-leguminosa es responsable de mis de
40 x le toneladas de nitrogeno fijado por ano, lo que representa el 30% obteni
do anual;e}te (42). En la actualidad alpunos paises utilizan fertilizantes bio-
1ogicos para sus cultivos de leguminosas, como es el caso de Australia, que u-
tiliza este tipc de recursc en el 997% de sus cultivos de leguminosas, mientras
que en =21 1% restante se utiliza fertilizante inorgdnico. Sin embar:c. cumo 13
relscién os sumamente especifica para las leguminosas, los demds cultivos si--

guen siendo tratados con fertilizantes elaborados industrialmente.

El género Azospirillum inicialmente fué descrito comc Spirillum lipoferum -

por Beijerinck (1922-1925) ¥ no fue objeto de estudio intemsivo nasta que Dobe-
reiner v Day (1976) lo aislaron de ciertos pastos tropicales del Brasil. A par-
tir de entonces su estudio ha cobrado cada vez mayor importancia, a pesar de -
las dificultades que representa abordar la investigacidn de la fisiologia de su
asociacidn, ya que Azospirillum no forma ninguna estructura reconocible que per
mita el estudio directo del proceso, asimismo existe una gran variabilidad em -
el estableciniento o funcionamiento de la asociacidn, ademds es nmuy diificil en

el campo cuantificar la fijacidén de nitrégeno. Tarrand y col (1978) a través de
experimzentos de homologia de DNA lo reclasificaron en on nuevo género: Azospiri
llum, con dos nuevas especies A. brasilense y A. lipoferum posteriormente Ma--—
galhaes y col (1983) propusiercn una nueva especie A. amazornense, que a diferen

cia de las
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ras deos ec rapaz de nrilizar la sacarosa como unica fuente de car

bono y energia para la fijacidn de nitrdgeno y crecimiento (fig 1).

Propiedades fisiolégicas de Azospirillum .- Azospirillum es una bacteria -

Gram-negativa, dltamente mévil y medio curvada llamada forma vibroide (fig 2).
Las colonias son de un color rosa-roja y tienepr un didmetro de ium, en medio 11
juido las bacterias presentan un flagelo polar. Otvos flagelos ondulados y de
tongitud corta pueden ser observados s6lo en A. brasilense creciendo la cepa en
medio con agar. La composicidn del DNA del género es de 69-71% de guanina-cito-
cina (46).

A. lipoferum difierc de A. brasilense en su bilidad para utilizar glucosa
como dnica fuente de carbono y energia para crecer o fijar nitrdgeno y en su re
cuerimiento por la biotina. La galactosa y la arabinosa; también son utilizadas
por ambas especies. Los azospirilla son capaces de oxidar acidos orgdnicos y —-
crecer bien en ellos. Son cirganismos preferentemente microaerofilicos, ésto es
~rofisren lac haias rensiones de oxigeno. Desarrollan una pelicula blanca -
-t debuajo de la superficie cuando crecen en medio semigelificado (microaerobio
sis). Los azospirilla son atraidos quimiotdcticamente por el oxigeno (aerotaxis)
¢ por icidos orgdnicos, aminodcidos y azicares ( 2, 33 y 34).

Azospirillum puede fijar nitrégeno atmosférico como organismo de vida libre

=1 asociacidn con las raices de algunos pastos y gramineas econdmicamente im—
portantes (13). Los acidos organicos tales como el malato, piruvato y succinato
scn las mejores fuentes de carbono y energia para su creciemiento en presencia-
s31lo de 52 condicién microaerdbica, o bien con la prezsenciz de NHacondiciﬁn ae—
ribica. La adicién de N para enriquecimiento del medio, reprime completamente
ia fifacidn de nitrdeeno (29).

Jeon y col(1977) describieron que Azospirillum presenta actividad de nitro-

£ena@sa y que al menos en A. brasilense Sp7 e&ste sistema esta compuesto por 3 -

Fy



componentes: la proteina Me-Fe, una proteina Fe y un factor activador para la -

proteina Fe semejante a la encontrada en Rhodospirillum rubrum. La actividad de

nitrogenasa disminuye al incrementarse la p02, siendo la tension de oxIgeno mas
adecuada para la fijacidén de nitrdgeno entre 0.005 y 0.007 atm (22, 29 y 32).

Algunas cepas de A. brasilense producen carotenuides al aumentar la pu, y -

2
fijan nitrdgeno cuando la cepa no estd pigmentada, lo cual significa que en con
diciones de microaerobiosis no hay sintesis de carotenoides, lo que nos indica

que los carotenoides protegen del dafo.oxidativo a la nitrogenasa (28).Azospiri
llum posee también una hidrogenasa capaz de utilizar el hidrdgenoc que se despren
de de la.reaccién de nitrogenasa (10). La sintesis de nitrogenasa es reprimida

por la presencia de NHA'

La actividad de glutamino sintetasa dependiente de ATP, a par:i: de ancnio

y glutamato, fué mucho mayor en células que fueron crecidas en N, que en aquel-

2
las crecgdas en NH,. La respuesta de glutamato deshidrogenﬁsa. que cataliza la

aminacidn reductiva de 2-oxoglutarato por amonio en reaccidn reversiblg, que u-
tiliza NADPH o NADH fué la opuesta. La actividad de glutamato sintasa que cata
liza la transferencia del grupo amino de la glutamina, que reacciona con el 2-0
xoglutarato para formar dos moléculas de glutamato en células de Azospirillum -
crecidas en condiciones adecuadas para la fijacidn de nitrdgeno fué@ de 1.4 a —

2.6, mas que en condiciones aerdbicas, o sea con NH, como fuente de nitrégena -

4
(50 y 30). Ademds, los azospirilla pueden llevar a,cabo la mayoria de las reac-
ciones que transforman nitrégeno en el suelo, como la fijacidn de nitrdégeno, a-
similacién de amonio y nitrato, mineralizacidn del nitrégeno orgdnico y la des-
nitrificacidon ( fig 1). Cuando el nitrdgeno combinado es limitante, es incorpo-

.rado a través de la glutamino sintetasa y la glutamato sintasa, mientras que e

presencia de nitrégeno combinado la deshidrogenasa glutimica es mas activa (30)

Tanto A. brasilense como A. lipoferum poseen varios pldsmidos ce amplio -



rangc de pesos moleculares (15), y se ha tratado de establecer alguna relacifn
entre los plidsmidos y las propiedades fendtipicas, aunque hasta la fecha no se
ha encontrado nada en concreto. Singh y Wenzel (1982) sugirieron que los plds-
midos en Azospirillum estdn relacionados con el fendmeno de fijacién de nitrd-
geno. Por otro lado, se ha concluido que la informaciép que cndifics nava 1p £

jacion de nitrdgeno se encuentra en el eromosoma (38).

Morfogénesis .- Cuando Azospirillum es crecido en un medio libre de ni-
trogeno, el organismo se desarrolla como microaerofilico pues de esta manera =-
se proporciona a si mismo de proteccifn a su nitrogenasa para realizar la fija
cién de nitrdgeno, mientras que cuando se le adiciona nitrdgeno combinado su -
crecimiento es aerdbico. Recientemente se han desarrollado algunos estudios so
bre el uso y metabolismo de la fructosa por cepas de ﬁ.' lipoferum y A. brasi-
lense , crecidos en aerobkdosis y microaerobiosis.De estos estudios han conclui
do que la fructosa es una fuente de carbono que favorece la encapsulacidn de -
las bacterias (11, 16, 25 y 53). En condiciones de aerobiosis, particularmente
en cultivos envejecidos, las formas vegetativas vibroides sufren una transicién
a un estade inmévil, se tornan altamente refractiles y se encapsulan, formando
las llamadas formas-C, las cuales forman agregados de varios cientos de miles-
llarados flocs. También se encontraron que en presencia de fructosa y nitrato
se presenta una intensa floculacifn (formacion de flocs, 41). Las formas-C en
les flocs parecen estar entrelazados en una matriz fibrilar cuyas células son
altamente refrédctiles y resistentes a la desecacién. Asimismo fue observado —
que la actividad metabdlica y los patrones de agregacidn también cambian comnsi
derablemente con la edad del cultivo, en condiciones que favorecen y conducen
a la encapsulacidén (fig 2).

Concomitante a la formacidn de formas—C se observa la sintesis de un mate-

rial altamente refringente. Las células vegetativas vibroides presentan una —



minima cantidad de grdnulos refréactiles compuestos de poly-B-hydroxibutirato -
(35). Las formas-C a diferencia de los vibreoides, no presentan movimiento y el
cuerpo central tiene abundantes gridnulos de poly-B-hydroxibutirato (PHB). El -
cuerpe central se encuentra rodeade de un grueso material capsular que mantie-
ne unidas a otras formas encapsuladas para formar los flocs (41). Se ha suge-
ride gue las formas-C pueden representar en las bacterias un mecanismo de pro-
teccién contra el dafio oxidativo de la nitrogenasa (5 y 6). El fendmeno de mor
fogénesis, también lo han relacionado con el proceso lnfe;:;;;o. sin embargo -
ain restan experimentos y estudios por realizar que corroboren ésto.

Los ;fectos diferenciales sobre floculacién por diferentes fuentes de car-
bono y nitrdgeno no son bien comprendidos, pero se cree estdn vinculados con -
la produccidn del polimero extracelular, particularmente polisacdr.ics de enla
ces beta (47 y 54).

Cuando Azospirillum es crecido en un medio rico en nutrientes y luego trans
ferido a otro con deficiencia en nutrientes, sufre cambios metabé!':cs.y sinte
tiza el polisacirido necesario para el encapsulamiento durante las condiciones
de desecacidn. Por ello se considera que el polisacdrido puede ser importante-
para el mecanismo de supervivencia de Azospirillum bajo condiciones de "stress'
tales como limitacidn de nutrientes y desecacidn, lo cual puede repercutir fa-
vorablemente en el proceso infeccioso. La produccién de polisacdrido extrace-

lular en azospirilla puede inducirse manipulando el medio de cultivo (41).
r

Modo de asociacidn en Azospirillum .- En la dltima década, se ha obteni
do la mayor parte de la informacidn referente a Azospirillum, particularmente
acerca de sus propiedades de fijacidén de nitrdgeno y su asociacidn con gramime
&s econdmicamente importantes y ha sido aislada de climas tropicales, templa--
dos y frios (20 y 40).

Se ha reportadc especificidad de Azospirillum a cierta via fotosintética,
ya sea C-3 o bien C-4. 4. lipoferum estd presente principalmente en maiz (C-4)

7



y la mayoria de las cepas aisladas de trigo o arroz (C-3) fueron A. brasilense
(2, 7 y 12). Existe una notable preferencia de la absorcién de A. brasilense -
por parte de ciertos cereales a través de sus raices (4, 8 y 44). Las bacterias
se han localizado principalmente en el mucigel. En estudios de campo, se han =
aislado sustancias de exudados de raiz que promueven la asociacidn de bacte- -
rias a los pelos radiculares y que pueden ser considerados como compuestos pa-=
recidos a lecitinas (52).

La quimiotaxis que presenta Azospirillum por aminodcidos, dcidos orgdnicos
v azucares, puede ser considerado como un fenfmeno i portante en el mecanismo -
de asociacién con pastos y gramineas. Por otro lado, se ha encontrado que en -
cultivos puros de A. brasilense, se producen giberlinas y sustancias parecidas
a citoquininas, ademds se tienen reportes de que producen auxinas a partir de -
traptofano (48). Es muy probable que la interaccidn hofmonal sea responsable de
ciertos cambios morfoldgicos en la planta, asociados con la inoculacién (19).

También se ha propueste fque Azospirillum realiza actividad pectinolftica so-
bre las raices "incrementando la absorcién mineral de superficie de las células
corticales, en un efecto de tipo de esponja" (34, 49 y 51).

Son éstas algunas de las razones que podrian explicar los beneficios que --
tieme la inmoculacién de los pastos con Azospirillum y sin embargo, el principal
s2-anismo por el cual se obtiene beneficio de la asociacidn es la fijacidén de -
nitrdgeno.

En otros aspectes, se tiene el conocimiento de que el detergente SDS (dode-
cil sulfato de sodio) es un agente curativo de plasmidos (45).

Tomando en cuenta la escacez de fertilizantes nitrogenados, el requeriniég
tc elevadoc de emergia para su manufactura, el costo igualmente elevado (17 y 42)
¥ -:casiderando especificamente que nuestro pais se encuentra en una situacibm -
cada vezr mas precaria, es de gran importancia el incremento de la investigacidn

sobre los organismos fijadores de nitrdgeno.
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Aldn no es bien comprendido el significado que puedan tener las formas-C de -
Azospirillum en el proceso de adherencia a las raices de pastos y gramineas, -
que aunque como se ha mencionado anteriormente es un mecanismo de proteccicén a
condiciones adversas (ZU). beria muy 1lnreresante poder cbtener cepas incapaces
de encapsularse, para poder realizar estudios del fendmeno de una manera mis di
recta, a través de experimentos con mutantes dificientes en su habilidad para -
encapsularse.

Luria y Delbruck (1943) reportaron una prueba de fluctuacién, para demostrar
que la aparicidén en una cepa de Escherichia coli-B de mutantes resistentes a un
virus Alfa ocurria por mutacidn espontdnea. La prueba consistid en crecer la ce
pa de E. coli -B arpartir de pequefio indculo en una serie de cultivos uimilares
hasta llegar a la saturacidén posteriormente plaqueaban una muestra de cada cul-
tivo (10'8— 10"5) en placas con una gran cantidad de virus Alfa capaces de li-
sar las bacterias. Esta bacteria presenta una cierta frecuencia de mutacidon que
da por resultado mutantes con fenotipo de resistencia al virus. A partir de un-
pequeno indculo se asegura la existencia de sOlo bacterias sensibles ;1 virus y
por consecuencia las bacterias resistentes obtenidas al final del experimento,-
eran resultado de algin cambio ocurrido durante el crecimiento de los indculos.
Finalwente por medio de un procedimiento matematico obtuvieron las frecuencias

de mutacidn, cuenta viable y velocidad de mutacién.

HIPOTESIS Y OBJETIVOS
Los objetivos planteados en el presente trabajo son: 1) basindonos en una
modificacién de la prueba de fluctuacidn de Luria y Delbruck (1943) estimar la

tasa de mutacidn de Enc+ a Enc  de Azospirillum lipoferum y A. brasilense en

ferentes condiciones experimentales, en particular en microaerobiosis y aeroh_o

sis, 2) establecer las diferencias en las tasas de mutacidn de Enc+ a Enc e



tre microaerobiosis y aerobiosis,”3) determinar cu?litativanente la capacidad -
diferencial entre lnc+ y Enc  para gdhntirse a raices de semillas germinadas de
trigo y causar deformacidn en sus pelos radiculares y &) evaluar el efecto que
que presenta el detergente SDS en las tasas de mutacién de Enc+a Enc  creciendo
las cepas én 0.002Z de SDS.

Basdndonos en la observacién de que en la superficie de placas de Rojo con-
go aparecen colonias menos coloreadas en un fondo de colonias rojas de Azospiri
1llum debido a que existe un cierto nimero de polisacdridos que interactdan di-
rectamente con los colorantes Calcofluor y Rojo congo y otro tipo de polisacari
dos que presentan poca o ninguna interaccidn, se sugirié que las colonias con -
menos color,que aparecen sobre las placas conteniendo el Rojo congo eran indica
tivos de la presencia de mutantes Enc incapaces de acumular uno o mds polisacd
ridos que son producidos normalmente por las colonias silvestres rojas Enc+ de

_Azospirillum. Por lo tn;:; procedimos a disenar experimentos,mediante los cua--
lec fue posible estimar la *aga de ™itacidn de Enc+| Enc  en diver-as ~amge g
Azospirillum spp.

Como una segunda hipbtesis y en base al SDS que tiene efectos curativos en
plismidos y si la informacidén necesaria para la diferenciacién morfogenética de
vibrio a forma-C se encuentra codificada en DNA plamidico, entonces esperamna u
na mayor frecuencia de mutacién al adicionar a las diferentes condiciones de cre
cimiento 0.002% de SDS.

Ahora bien, considerando que morfogen—ticamente hablando, vibrios y formas
encapsuladas son diferentes y si la forma-C estd involucrada en la capacidad in
fecciosa del organismo a la rafz, entonces observaremos diferencias al infectar
con vibrios o formas-C semillas germinadas de trigo en cuanto a adherencia y

deformacién de pelos radiculares.
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MATERIAL Y METODOS

Las cepas utilizadas de Azospirillum, fueron las tipo silvestre A. brasilen
se Sp245 y A. lipoferum Brl702 y la mutante de la cepa silvestre A. brasilense
Sp7 (46) MX2088, la cual tiene los marcadores de resistencia a kanamicina y de
auxotrofia a histidina (HiE—Kanr). Los medios utilizados fueron: Medio Nfb modi
ficado (KZHPOA°3H20 7.86g/1, KH,PO 4g/l, MgSOa.?H 0 al 1072 2ml/l, NaCl al -

2774 2

102 1ml/1, CaCl,.2H,0 al 1% 2ml/1, solucidén de micronutrientes 2ml/l, azul -

2

de bromotimol al 0.5% en KOH 0.2N 2ml/1 y FeSO, 0.0005g/1, el pll se ajusta en-

4
tre 6.8 y 7.0); FNF (Nfb + D-Fructosa al 20% 25ml/l1 y solucién de vitaminas 1-

ml/1 —biétina y piridoxal- ) segin medios de Dobereiner yBaldani 1981; y el me-
dio LC (Triptona 10g/l, Extracto de levadura 5g/l y NaCl 5g/l). Las placas lle
van 1.5% de agar mientras que para el medio semigelificado Gnicamente se utili-
z0 0.26% de agar. Para crecimiento en aerobiosis (placas y medio liquido), se
anadié como fuente de nitrdgeno NHaC1 a una concentracién Jde 2.5g/l y ademas -
se ntilizé N, S¢/1 Ae extracto de Tevadura, mienfras que en ;ondiciones de micro
aerobiosis (semigelificado) sdlo se adiciond 0.lg/l de extracto de leva;ura y -
sin fuente de nitrégeno. Para el medio de Rojo congo (RC), €ste se agregd a una
concentracidén de 1:400 agregdndose en lugar del azul de bromotimol 15ml/1. F1 s
DS (dodecil sulfato de sodio) se afadid al 0.002%. Para la cepa A. brasilense -
MX2088 la kanamicina se afiadié a una concentracién final de 30ug/ml. En el expe
rimento de adherencia, el medioc de Rojo congo utilizado fue similar al anterior
excepto por la utilizacidn de D-L dcido médlico en légar de la D-fructosa, el ex
tracto de levadura fué omitido.

Series de 10 tubos conteniendo 3 ml de medio liquido FNF, FNF-SDS y FNF-RC
y series de 10 viales tambi&n fueron llenados con los mismos medios pero semigg

1ificados . Lo primero fue sembrar por estriado cada cepa en placas con medio ~

rico LC e incubar durante 48 horas a 30°C . Posteriormente, a partir de una e¢
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ionia aislada que es resuspendida en buffer Nfb y diluida hasta l.(J_5 y 10—6. De

estas diluciones se plaquearon 0.lml en medio LC y FNF-RC 3 cajas/ medio/ dilu-
cion, de la Gltima dilucidén se indculo 0.lml en cada uno de los tubos y viales.
Los tubos inoculados se incubaron a 30°C en agitacién durante 72 horas y los
viales alrededor de 144 horas y también a 30°C. Al final,se obtiene una muestra
de cada tubo la cual es diluida hasta 10-'6 para plaquear 0.lml de las dilucio—-

3, 10'“. 10_5.y l(.'l_6 en placas de FNF-RC y 0.lml de las diluciones lﬂ_sy

nes 10~
10_6 en placas de medio rico LC. Después de 72 horas de incubacién a 30°C se —-
procede a cuantificar la cuenta viable a partir de las diluciones mas altas =-
(1073 y 107%) y el niimero de mutantes es obtenido a partir de las diluciones ——
mds bajas (10'“y 10_3).E1 cociente entre el nimeroc de mutantes y el nimero de -
bacterias totales nos da por resultado la frecuencia de mutacion.
Posteriormente para cuantificar la capacidad infectiva de las formas silves
tres y las encapsuladas‘@h raices de semillas germinadas de trigo, se utilizdé -
un método en la cual es esterilizada la superficie de las semillas germinadas -
de trigo con etanol al 70% durante 1l min seguido por 20 min en blanqueador co—
mercial al 10%, para luego lavarse 4 veces con agua estéril, en el dltimo lava-
do permanecen sumergidos durante 2 horas, las semillas tratadas fueron germina-
das sobre placas con agar al 1% en la oscuridad a 30°C. Luego de 48 horas de —
crecimiento fueron suspendidas en matraces de Erlenmeyer con 25 ml de solucidn
de Faraews (Caclz.ﬂzq 0.1g/1, HgSO&-7HZD 0.12g/1, KH

PO HPO, .12~

274 2774

H20 0.15g/1, citrato férrico 0.005g/1 y un pH de 7), fueron incubadas a 30°C

con 1 x 10? CFU (unidades formadoras de colonias) bacterias previamente creci—

0.1g/1, Na

das por 24 horas en medio lfquido LC, luego fueron lavadas y resuspendidas en -
solucion Faraeus.
Las semillas inoculadas fueron incubadas en agitacién (60rpm) ‘durante 90 -

min a 30°C. Las rafces fueron liberadas de las bacterias no adheridas, agitdndo
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las cuatro veces a 300 rpm durante 15 min con 25 ml de solucidn Faraeus, el so-
bre:sadante fué desechado. De las rafces se tomaron lem de longitud y se machaca
ron on un homogenizador de vidrio. Las suspensicnes fueron diluidas en 0.01M de
buffor fosfatos » pH 7 v plaqueadas sobre medio de Rojo congo v placas de medic
sdlico LC.

Los experimentos para observar deformacién en pelos radiculares, se realiza
ror de manera similar, excepto que las semillas fueron transferidas de placas -
con agar a placas conteniendo 25 ml de Faraeus aon agar semigelificado (0.35%).

¢ CFU bacterias y fueron incubadas a 30°

Las placas se inocularon con 1 x 10
C. El tipo de deformacidn evaluado en este experimento, fué Gnicamente las dife
rentes ramificaciones en cuanto a longitud de los pelos radiculares (37). Dus--
pués de 24 horas de haber sido inoculadas, se cortaron lcm de longitud de las -
radiculas y se colocaron en un portaobjetos para ser observadas al microscopio
ce contraste de fases.

La cuantificacidn de las deformaclones, se realizd por 'barrido de uno a o--
tro lado de los margenes de las piezas radiculares bajo una sdéla profuﬁdidad de

campo, ya que resultd imposible observar las deformaciones de la pieza de lcm -

por el nimero tan elevadisimo (fig 3)
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RESULTADOS

Durante el primer cxperimento, el cual consistid Gnicamante en obtener las -
frecuencias dc mutacién de Enc'a Enc” de A. brasilense MX2088, Sp245 y A. lipofe
1uw DLir0Z, en difecentes Cundicivues de vicvimicuiu (asiubiubio y wiiivaciu
biosis), se pudo observar que para el caso de la cepa MX2088, las frecuenciss de
mutacion en ambas condiciones fueron de 1.1 x 10_3 en aercbilosis y 1.2 x 10-3 en
microaerobiosis. Sin embargo analizandc las frecuencias individuales (tabla 1) -
es importante observar que en los primeros 24 cultivos en aerobiosis, la canti--
dad de mutantes encontradas fué considerablemente menor que en el resto de los -
cultivos mientras que la cuenta viable permanecid mas o menos constante a lo lar
go de todos los cultivos, lo que se nota er la obtencidn de frecuencias con mu—
cha variacién entre los cultivos.

En la cepa MA2088 se observd que en condiciones de microaerobiosis existe una
mayor proporcidn de culti;;; sin mutantes (tabla 1) con respecto a la condicién =
aerdbica.

El mismo experimento fué realizado para A. brasilense Sp245 (tabla 2) y lo ==-
que observamos fue que en condiciones de aerobiosis la frecuencia de mutacidn fué
de 3.03 veces el valor obtenido en microaerobiosis, .pues en el primer caso la fre
cuencia fué de 2.4 x 10_& y en el segundo de 7.9 x 10_5. En aerobiosis la propor-
cidén de cultivos sin mutantes fue considerablemente menor que en microaerobiosis.
Esto se vid reflejado en la frecuencia final de mutacidn , al considerarse la su
ma total de mutantes dividido por la cuenta viable del nimero de bacterias tota-
ies al momento de la muestra.

Para la cepa A. lipoferum Brl1702 (tabla 3) se obtuvo una frecuencia mucho me-
nor aparentemente en condiciones de aerobiosis que en condiciones de microaerobio
sis , ya que en éste uUltimo no pudo ser calculada la frecuencia de mutacidn.Cuan-

do el organismo crece en condiciones de aerobiosis, no se obtuvo ninguna mutante,
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en ninguno de los cultivos, por lo tanto la frecuencia de mutacibn calculada fu&
de 0. Ahora biem en presencia de Qitrégeno atmosférico (condicidén microaerdbica)
la proporcidn de cultivos sin mutantes result§ ser muy baja, sin embargo, a dife
rencia da 1a acurridn en nrecencia de nirr@eenn cnmbhinado, en dos cultivos se pPu
dieron localizar una mutante en cada uno, con una frecuencia final de 1.1 x 10_?

Durante el segundo experimento el wétodo utilizado fué el mismo y se realizd
debido a que existia la posibilidad de que el Rojo congo estuviera actuando como
un agente mutagénico. Para ello se tomé una serie de cultivas control y otra adi
cionando el R.C. (l2mg/l) para que éste estuviera presente durante el crecimien-
to de cultivos. Tanto en aerobiosis como en microaerobiosis los resultados en Ro
jo ccnzo y el experimento control fueron muy similares.

. En la tabla No. 4 se presentan los valores de las frecuencias totales de muta
cién de la cepa MX2088 dadas en presencia de nitrégeno combinado.En el experimen
to control la frecuencia 2.5 x 10_2 es sdlo 1.6 veces el presente en el experimen
to cun kojo congu, gue tuvo un valor de 1.6 x iu_z.

Para la condicién de microaerofilia también de la cepa MX2088, los datos que
se tienen tanto en Rojo congo como en el experimento control, es que las frecuen
cias totales son exactamente las mismas, es decir que ambas presentan una fre- -
cuancia de mutacidon de 5.6 x 1053 (Labla 3).

En el caso de la cepa A. brasilense Sp245, se realizaron tres experimentos u-
no en donde estuviera presente el Rojo congo, otro de experimento control y por
dltimo en donde estuviera presente el SDS. Los resulthdos en microaerobiosis (ta
bla 6) indican que el RC no afecta la frecuencia de crecimiento, y el afiadir el-
SDS,la frecuencia de mutacidén se incrementa considerablemente como fue observado
en las frecuencias totales: 2.5 x 107> ea el control y 1.5 x 107> con SDS, lo —
qup significa es que el SDS aumenta la frecuencia de mutacién de.Ena+ a Enc y -

es igual a 60 veces el experimento comtrol. En presencia del RC la frecuencia de
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-5
mutacibn fue de 4.9 x 10 7, o sca 1.6 veces el control.
Luego entonces sc prosipuid con la cepa A. brasilense MX2088, y verificd -

su frecuencia de mutacién cuando es crecida con SDS, (tabla 7) Como se espera-

ba 1

1]

frecvencia obiinida fuc wuliw wayur con 1a presencia del SDS, dicho va--
lor es de 3.2 x 10-1. en contraste con el control de 3.0 x 10-2. ésto signifi-
ca 10.8 veces el control, &sto tuvo lugar en condiciones aerfbicas.

En la tabla No. 8 la cepa A. brasilense Sp245, se presentd que en el con--
trol la frecuencia total fué de 9.2 x 10-3 y en Rojo congo de 1.7 x 10‘3. el -
cual es menor 5.4 veces que el control. Y en presencia de SDS 1la frecuencia -
fué de 1.6 x 10-2. y significa 1.7 veces el control,aunque si1 se considera con
respecto a los cultivos crecidos en Rojo congo, la frecuencia presente en SDS
seria de 9.4 veces la frecuencia presente en RC.

Ahora, tomando en cuenta las 3 cepas de Azospirillum incluidas en el traba
jo, es notable la observacién, de que las mids altas frecuencias se presentaron
en la cepa A. brasilense, mientras que en la de A. lipoferum fueron consideran
blemente menores. También es notable el hecho de que dentro de la misma espe-
cie, la MX2088 tuvé mayor tasa de mutacidén que la Sp245.(tabla 9).

También es importante observar que en presencia de SDS las tasas de muta--
cion de Enc+ a Enc  en las diversas cepas de Azospirillum es mayor que sin la
presencia de éste. También se pudo ver que el Rojo congo no altera las frecuen
cias de mutacién con respecto a los experimentos control (tabla 9).

Las mutantes obtenidas fueron caracterizadas morfoldgicamente. En las sil-
vestres A. brasilense y A. lipoferum, la coloracién presente en cajas de Rojo
congo incubadas a 30°C incubadas entre 72 y 120 horas es roja y miden de 1.5 a
2 wm de didmetro las colonias, y presentan formas irregulares,orillas ondula-
cas, superdicie rugosa y en ocaciones_canalea radiales a partir del centro (Ql

sientras que la caracterizacién de las mutantes Enc denominadas Sp7Wl para la



cepa mutante Enc de A. brasilensc MX2088 y Sp245W1 presemtan la misma talla,
circulares, convexas, translicidos y con mirgenes completos. Por otro lado, se
obtuvieron otras mutantes también consideradas como Enc , aunque presentan co-
loracifn intermedia entre las Enc+ y las Enc , sus matices van desde resa-pali
do hasta rosa-naranja. Sin embarge una gran cantidad de ellas, revirtieron a -
la forma silvestre a muy elevadas frecuencias, &sto tuvo lugar durante la puri
ficacién de las mutantes. Las menos coloradas como la Sp7Wl y la Sp245W! apa—
rentemente no revirtieron y no presentan deficiencia alguna con respecto a las
silvestres, en cuanto a caracteristicas bioquimicas, excepto en su habilidad
para hacer formas-C. Ademis para mantener vivas las cepas mutantes, es necesa-
rio resem?Tquas mds frecuentemente que las silvestres, es decir cada 15 dias,
en lugar-de cada 30.d{as. La cepa derivada de la MX2088 retiene su auxotrofia
a histidina y su resistencia a kanamicina.

En la determinacidon de la capacidad infectiva y grado de adherencia de las
rerag tipe silvestre y las mutantes Ene , fué nutorio que tanto la cepa Ene' -
como la Enc son capaces de adherirse a las raices con igual habilidad, (tabla
lU). En cuanto al incremento de pelos radiculares con inoculacidn de Azospiril
lum en rafces de semillas germinadas de trigo, fué muy similar tanto en las mu
tantes Enc  cowo en las silvestres Enc . La deformacion de pelos radiculares -
fué la misma en las mutantes Enc que en las que todavia son capaces de encap=

sularse hc+ (fig 3).

17



FIG.1
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Fig.2 bSe muestran las células vegetativas vibroides(A),agrupa-
miento de 1as mismas célules vegetativas\B),C,D y E,muestran el encap
su! amiento progresivo para la formacion de flocs,y F,es ura célula en

capsulada despues de 6 meses de desecacion de los floes con los frenu
los ce PHB.
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FIG. 3
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En A se encuentra una microfotogratia,ur vibrio en Azosni-
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FRECUENCIAS DE MUTACION
EN Azospirillum brasilense MX2088

AEROBIOSIS MICROAEROBIOSIS
10 / c.. 107 FRECUENCIAS M. 10° / c.v. 10®  FRECUENCIAS
£ b.4 J.l.xxu:j: o ;’ - 0
3 /4.1 ?'3XLU-Q 0 ! I3 0
10 18 5.6x10_ 0 / 0.4 0
6 / 16 1.7)(10_4 0 [ 1.5 0
2 12 3.7x10_g 0 / 0.1 0
2 J 22 9.0x10_, 0 / 0.3 0
7 / 28 2.5x10_¢ 0 / 1.6 0
1/ 33 3.0x1077 & 7 17 0
1/ 23 4.5x10_ 0 / 0.5 0
& /) 29 1.7x10_, 0 / 0.7 0
2 ) 16 1.3x10_, 0 / 2.6 0
2 o s L.4x10_, 8 ¢ 1.0 0
& | 27 1.5x10_, 0o / 1.8 0
3 /2 L.4x10_, 0 / A0 0
2 / 12 1.8x10_, 0 / 0.4 U
7/ 14 5.1x10_ 0 / 2.6 0
2 I 21 9.7x10_g 0 / 1.4 0
2 ] 22 9.1x10 0 f 32 0
0o /[ 23 0 0o / 1.6 0
0o / 13 0 6: ¢ %.3 0 _,
o / 22 0 - 3.7 [/ 4.3 8.6x10_,
0 /[ 6.8 0 2z I/ 1.8 1.8x10
o J 15 0 0 f 2l 0
o/ 26 0 4 o [/ 1.0 0
37 /17 2.2x10_; 0/ 0.4 0
250 /14 1.7x10 © 0 [/ 0.4 0
o / 3 0 5 0 / 0.3 0
150/ 6.4 2.4x10_% o / 0.8 0
29 /7 4,1x10 o / 0.6 0
%0 /17 2.3x1073 0 / 1.3 0o _
20/ 14 L.4x10_3 307 4.2 7.1x10_"
40 /11 3.6x10_; 10 [/ 4.5 2.2x10_°
10 / 20 5.4x10_ 10/ 18 5.”10_;
10/ & 2.5x10 10/ 1.5 1.3x10_3
o / 5 0 3. 2.5 1.2x10_;
2 [ 50 4.0x10",
2/ 4.3 4.6x10
0 / 4.0 0 4
5/ 4.0 8.7x10°
13 / 2.4 5.4x1073
0/ 4.6 3.1x107°
a8y 963+ 1.1x1073 121/ 101.2 1.2x107°
Tabla No. 1 M. singnifica el nimero de colonias mut: ‘o= elevado a la

a la potencia que se indica. y {. V. es la cuenta via-
ble, o sea el nimero de bacterias totales.
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TABLA DE FRECUENCIAS DE MUTACION
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FRECUENCIAS DE MUTACION
EN Azospirillum brasilense MX2088
EN AEROBIOSIS.

Cultivos que durante el crecimiento

estuve presente el Rnin Congo. Cultivos sin adicidn alguna
FRECUENCIAS FRECUENCIAS
1.8x1072 1.6x107)
5.3x10_3 9.7x10_J
1.4x10_; 1.3x10_;
l.lxlfl_z l.?xlO_z
3.0x10_3 1.3x10_2
7.5x10_2 4.1x10_3
3.7x10 5 7.6x10_;
2.2x10_2 ]..OxlU_3
1.3x10_2 3.5x10_2
1.3x10 1.7x10

) -2
Total 1.6x10 Total 2.5x10

* Los valores de las frecuencias totales se obtuvieron sumando
el total de las bacterias mutantes, dividiendolo entre el -
total de bacterias mutadas y no mutadas.

En presencia de Rojo congo los valores arriba mencionados
fueron 108x10° / 68.7x10’ y para el control fué de

171x10° / 68.3x10/

Tabla No. 4.
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FRECUENCIAS DE MUTACION
EN Azospirillum brasilense MX2088
EN MICROAEROBIOSIS

CONTROL (sin adicion) Con adicidn de Roic conzo

FRECUENCIAS FRECUENCIAS

2.1x107> £ S1DT0

4.5%1073 4451070

3.0x10"2 7.3x107%

1.0x1072 7.5x10°°

1.0x1072 6.6%10 °

5.0x107°

=

2.3x10
2.8x107°
22x103/3.9x10% = 5.6x1573 a2x10°17.5x10° =  5.6x107°
Tabla Ko. 5



FRECUENCIAS DE MUTACION
EM Azospirillum brisilense Sp245
EN MICROAERVDBIOSIS

CONTROL Adicién de Roio congo Adicidn de SIS
FRECUENCIAS FRECUENCIAS FRECUENC IAS
(] 0 7.8x10™"
0 _ 1.4x107> 5.0x10™
0 4.3x2074 7.9x107%
0 0 2.6x107%
2.4x107 1.0x1072 4.4x1073
0 0 2.0x107%
0 0 2.9x107%
0 0 1.3x1073
0 0 ' 3.2x1073
1.8x107% 1.5x107° 1.7x107%
-5 -5 1.5%107°
Total 2.5x10 Total 4.9%x10 Total St

Las frecuencias totales fueron cbtenidas de la divisidn del nimero total de mutantes y el

nlmaro total de bacterias en la cuenta viable.

Tabla No. 6
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FRECUENCIAS DR MUTACION
EN Azospirillum bressilense MX2088
EN AEROBIOSIS .

CONTROL Adic16n de Rojo congo Adicidn de 3DS

FRECUENCIAS FRECUENCTAS FRECUENCIAS
3.4x1072 - 4.5x1072
3.4x1072 5 0.24
3.4x10" = 3.8x1072
4.9x1072 - 0.52
6.9x10"2 - 0.25
9.4x10° - 0.49
2.2x102 - 0.43

0.1 = 0.61
8.9x10"> . 0.27
2.9x10"2 - 0.12

Total  3.0x10°> - Total  0.324

Las frecuencias en rojo congo no se realizaron dibido a que ya teniamos
calculadas sus frecuencias en la tabla No. 4. Como en los otros casos
las frecuencias totales son calculadas dividiendo el total de mutantes
entre el total de bacterias.

Tabla No. 7.
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CONTROL

Total

Tabla No.

FRECUENCIAS

2.9x10°
4.3x10°
1.3x10"

4.3x10°
8.0x10"
4.8x10°
4.4x10"

9.2x10

8.

3
3
2
2
2
3
3

3
3

3

FRLCID LN DE MICTAL T

137

EH Azosp lr L Tam arastlenne Lplh

EN AFAOBICSTY

Adicién de Rojo congo

Total

FRECUENCIAS
0
0

Total

28




FRECUENCIAS DE MUTACION DE ENC4 a ENC™
DE Azospirillum.

CEPAS

A. brasilerse

MX2068

A. brasilense

Sp245

A. lipoferum
Bri1702

Condicion
de cultivo

Microaerobiosis

Microaercbiosis

Aerobliosis

Aerobiosis

Aerobiosis

Microaerchiosis
Microaerobiosis

Aerobiosis

Aerobilosis

Microaerobiosis

Aerobiosis

de LAS DIFERENTES CEPAS

Frecuencias de mutacion

Adicidn al medio de crecimiento

No adicibn

1.2x107°

5.6%10°
1.1x10"

3.0x10°

3

3

2

-9
2.5x10 ~©

-5
7.9x10

2.5x10"

3.8x10°
9.7x10"

1.1x10°

0

5

4
3

5

Rojo congo

5.6x10°

J

=2
l.bxiu

4,9x10°

1.7x107

SDS

3, 2x107

1.5x10°

1.6x10"%

Nota . Con rojo comgo y SDS no fue pusible realizar el experimento con la cepa

de 4. lipoferum Bri702, ya que por cuestiones técnicas no crecid.

Al igual que las mutantes de Br1702, observamos que fueron demasiado
faciles de perder, a pesar de resembrarlas cada 15 dias.

Tabla No. 9
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Infectividad de Env+ y Enc” de Azospirillum en raices de

semillas germinadas de trigo.

No. de bacterias
adheridas por

Cepa Fenotipo cm de raiz

. g A 3

A, brasilense sp7 Enc §.5x10
A. brasilense M{2088 Enc+ l.OxIO&
A. brasilense §p245 ]:‘.nc+ l.!x].Oﬁ
A. brasilense Sp7Wl Enc 3.0x10°
A. brasilense 5p245Wl Enc 2.5x10"
r ) + 4

A. lipoferum bErl702 Enc 1.0x10
A. lipoferum Brl702wWl Enc 2.0x10°
Tscherfohia v0ll ABIITT = & wed

No.

43.5

15.0

15.0

2.6

* significa 1 desviacifn estindard . Y el nimero entre paréntesis

las raices individuales que fueron probadas.

de pelos radicu
lares por cm

(B8)*
(6)
(29)
(1)
(25)
(4)
(3)
(5)

de raiz.
+ 5.9
I 8.4
pll - |
4 .3
t 18.4
* 5.4
+ 2.0
* 0.9
indica

El nimero de deformaciones de pelos radiculares fueron significativamente

diferentes  (por la prueba t Student's, P_ 0.0l1) de controles no inoculados

en contraste con raices inoculadas de E. coli AB1157 las cuales no son signis.

ficantes.

Tabla No. 10
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La prueba de fluctuacidn de Luria ¥ Delbruck (1943), tue dischada para de-
mostrar que en un cultivo de bacterias creciendo exponecialmente, Iz aparicion
de mutantes espontdneas ocurre al azar y que la velocidad de aparicidn de di--
ILAS Dwlallunde pudde oor medida TApPSt LUEHLELWENLE D1 1UD TAPULIMEULUS Se 1his
cian con un indculo muy pequeno v el numero de cultives que s¢ utilizan es may
grande. Mientras mds grande sea el nimercu de cultivos utilizadus, mids cervana
a la real serd la velocidad de mutacidn obtenida.

Sin embargo. esta prueba sélo es accesible para aquellas caracteristicas ean
ivs cualﬁs es posible disenar medio selectivos para aislar a las mutantes en -
conaic:ones en la que la totalidad de las bacterias no mutuntes son inhibidas
el su crecimiento o son muertas. Por ejemrlo resulta sencillo determinar la -
velocidad de mutacidn de una bacteria sensible a un antibiotice o un agente -
suinmioterapeltico, por plaquear los cultives en medios adicicnados del antibid
tice o el agente en cuestidn.

cil nueslio caso esie ue Iue posible ya que no se cuenta con condiclones se

lzctivas que permitieran inhiblr el crecimiento de las bacterias silvestres -

en las condiciones en las que sdlo crecieran las Enc .

Sin embargo, el hecho de que las velocidades de mutacidn resultaran tun
clévadas nos perwiiid deletwinar la [recuencia utilizando placas incubadas con
I a 330 veces mds indcule que aquellas utilizadas para la cuenta viable.

Puesto que las bacterias silvestres no pudieroﬁ ser eliminadas, se lograron
zcnzar las mutantes en las placas con menor dilucién en un fondo conteniendo
zszta cerca de 3000 colonias totales (mutadas y no mutadas). Esto pudo ser po-
siple, puesto que resultd sencillo distinguir las colonias blancas (menos colo

rz3ias ) centro de un fonde con colonias bastante rojas , ademids el tamano de

Z:s colonias y lo bien delimitadas que se observan a través de un microscopio
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estercoscopico. De esta manera se distinpuieron 1as mutantes de 1os no suiasdse
partiendo de un nUmeroc tan elevado de bacterias.

Por un lado, ésto nos permitid determinar la frecuencia para aquellas ce—-
pas que tuvieran frecuencias de mutacidn de Enc+ a Enc mucho muy elevadas cow
mo A. brasilense MX2088 y Sp245 pero no para aquella que tuviera frecuencia -
de mutacidn menores, tal como ocurrid en A. lipoferum Bri702.

Los resultados obtenidos no nos permitieron calcular velocidades de mutae=
cidn sino Ginicamente frecuencias, dado que para la solucién de las a2cuaciones
de Luria y Delbruck se requiere el cilcule de curvas tedricas, calculadas con
el manejo simultdneo de ambas incdgnitas y en la actualidad dichas curvas sélo
se han realizado para velocidades de mutacién igual o menor a 10—6 bacteria --
por generacién y para nuestros resultados no existen curvas previamente calcu
ladas que nos permitan efectuar dicho andlisis.

Por otra parte, queda claro que las mutaciones parecen afectar uno o mis
genes plasmidicos ya que las frecuencias obtenidas resultaron indicativas de
mutaciones extracromosomales. En pldsmidos las frecuencias de rearreglos, rei-
teraciones, inversiones, delesiones, etc, se presentan con mids frecuencia dﬁ
do que son unidades genSmicas mds dindmicas,genéticamente hablando, por la pro
babilidad que tienen de recombinarse y por el hecho de que la informacién en -
ellas codificada es la mayor parte de las veces informaciﬁn no vital para el -
crecimiento, divisién y mantenimiento celular.

Ademds el hecho de que un agente curativo de plismidos como el :SDS aumen-—
te considerablemente la frecuencia de mutacidn parece favorecer esta hipdtesis
y po lo tanto la informacidn que codifica para la diferenciacién morfogené&ti-
ca de vibrio a forma-C estd dada por DNA plasmidico (38). Esto resta por ser--
corroborado por patrones electroforéticos, em un trabajo posterior.

El heche de que las mutantes Enc hayan resultado tan o mis eficientes que

32



bacterias Enc+ para infectar las raices de semillas germinadas de trigo, nos =
permite descartar al proceso morfogenético como importante para la infectividad
de estas bacterias. Sin embargo, queda afn por demostrarse si las mutantes Ene~
son mds susceptibles a medios ambientales poco adecuados nutricionilmente. Es

muy nrohable. gue como se ha sugerldo anteriormente las formas encapsuladas, -
sean una respuesta de las bacterias silvestres a condiciones desfavorables de-
nutrientes y humedad, sobre todo en el nicho ecolégico natural tal como lo es

el suelo. Estos experimentos quedarian por ser demostrados mds adelante.
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CONCLUSIONES

Finalmente, llegamos a la conclusidn de que las formas-C no intervienen en
el proceso de asociacidn a las ralces de trigo, al menos durante las etapas i-
niciales de la sociacidn, muy probablemente la forma-C esté relacionada con la
proteccion a condiciones adversas nutricionales y de humedad. También es impor
tante sefalar que el detergente SDS segin nuestros resultados, muy probablemen
te tengan el mismo efecto curativo en Azospirillum que en el trabajc reporta-
do por Sonstein y col 1972, en nuestro caso el pldsmido aislado entre otros es
probablemene el encargado de la codificacién para la morfogénesis, aunque ésto
dltimo queda por demostrarse.

El Rojocongo no funciona como un agente mutagénico que incremente las fre-
cuencias de mutacidn del fenotipo Em:+ al fenotipo Enc .

Las mutaciones de Enc+ a Enc  ocurren de manera esponténea a una frecuencia
muy elevada, al menos en A. brasilense MX2088 y Sp245, mientras que A . lipofe-
rum_Brl702 presenta una frecuencia mucho menor, por lo cual no pudo ser calcu
lada por el método modificado de Luria y Delbruck. Probablemente las diferen-

cias de mutacidn entre la cepa A. lipoferum y A. brasilense se deba a diferen=-

cias genotipicas que estaf relacionadas con el medio en el cual se desarrollan.
Las velocidades de mutacién tampoco pudiron ser calculadas, debido a las -

frecuencias de mutacidn tan elevadas encontradas en Azospirillum.
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