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RESUMf.N 

f.11 c-1 pr<'H<'ntc trahnjo Rl' cl<'Rcrihe un procedimien to para el aislamiento de 

mutantes (Ene-) de Azospirillum brasilense y !· lipoferum incapaces de diferen 

cia rse ve ge tativamente de vibroide a formas encapsuladas (formas-e). El ~étodo 

se basa en una modif icaci6n de la prue ba de fluctuación de Luria y Delbruck. El 

pr ocedimiento para aislar las mutantes se logró, gracias a que éstas presentan 

la característica de poder desarrollarse en colonias i ncolo ras , en un f ondo de 

colonias silvestres (Ene+) que se tiñe n de rojo sob r e la superficie óe placas -

de Rojo congo. Dicho comportamiento se debe a la incapacidad de las cepas En e 

para sinte t izar un cierto po lisacárido aún no i dentificado. La frecuencia de mu 

tación de Ene+ a Ene está dada en función de cada cepa particular y dt! l as co_i:i_ 

diciones de l cul tivo empleado. Asímismo se estableció que la condición de ae ro­

b iosis resultó tener mayor frecuencia de mutac ión de Ene+ a Ene . i.as mut;rnr<:> s 

Ene de A· l_ip0e.E_u~ y A. brasilense f ueron al menos tan eficientes como sus -

ancestros silvestre s en su capacidad para adhe r irse y causar de forma ción e n -

los pelos radiculares de semillas germinadas de tr'igo . Por otro lado, ta1~bién 

se vió incrementada la frecuencia de mutación al agregar un decergente (SDS) ca 

paz de curar plásmidos. 



INTRODUCCION 

Uno de los pr lncipales nitrientes que la planta requiere para su crecimien­

t o , es el Nitrógeno, ya que después del Oxígeno, Hidr6geno y Carbono es el pri~ 

cipal componente de los seres vivos, constituyendo escencialmente las proteínas 

ácidos orgánicos y ácidos nucleicos de los mismos. 

A pesar de que el nitrógeno se encuentra en la atmósfera consLltuyenJo e l -

78%, las plantas son incapaces de absorberlo en forma de N
2

., . sój o pueden asim_!: 

larlo en forma de amonio, nitraros y urea. Los f ertilizantes nitro~enados son e 

laborados industrialmente mediante un ~roceso llamado de Hart e r Bo sh , el cua l -

consiste en convertir el nitrógeno atmosférico en amonio. Act ua lmente el métodJ 

se sigue ut il izando a pesar de su costo elevado. Básicamente el proce so consis­

te en hacer reaccioné!,r catalíticamente el hidrógeno con e1 nitrógeno, some tién­

c0 los a altas presiones Y,,..!emperaturas para dar lugar al amonio. La r eacción .:>s 

JH 2 + N2 === 2NH
3 

(17 y 42). En la naturaleza sólo algunos microorganismos pro­

,· ?.t·iontes son capaces de obtener el nitrógeno atmosférico y reducirlo a amonioT 

éste también conocido como fijación de nitrógeno. Algunos de ellos se encuentran 

c sociados en las raíces de algunas plantas, existen algunos otros que son de vi 

dd ; ibre como por ejemplo Klebsiella pneumoniae y Azotobacter vinelandii, entre 

10s que se asocian a las raíces de las plantas se encuentra RhizobiWil , el cual 

forma nódu los en las raíces de algunas plantas leguminosas, mediante una asocia 

ción simbiótica muy específica. La relación Rhizobium-leguminosa , ha sido objeto 

d~ numero sos estudios y de ella se ha obtenido la mayoría de la información que 

~a s ta la fecha se tiene sobre el fenómeno de fijaci6n de nitrógeno. Otro tipo -

de asociac ión que aún no es bien comprendida, se presenta en Azospirillum y en 

Beijerinckia, .éstos se adhieren a la superficie de raíces de pastos.y gramíneas 

y ¿e caña de azúcar respectivamente. 

La fijación de nitrógeno es catalizada por la e~zima nitrogenasa, cuya fun-
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ci6n como ya se mencion6 anteriormente es reducir el N
2 

en NH
4

, (32). 

Mucho untes que se tuvier& conocimiento de las bacterias fijadora s de nitró 

geno , l o s agricultor-e ya utilizaban las leguminosas para revitalizar el suelo. 

En la ac tualidad se sabe que la importancia de la fijación de nitrógeno por Pª.!:. 

te de loE microorganismos que la llevan a cabo, puede repercuti r a nivel mun- -

~ial, s•jst ituyendo a los fertilizantes nitrogenaáos. ~in embar go para que ésto 

;1ueá a oc urrir es necesario una mayor investigación sobre el fe nómeno. De hecl~o 

se ha estimado, que l a asociación Rhizo~iwn-leguminosa es r esponsa ble de más de 

40 x ic6 ~oneladas de nitrógeno fijado por año, l o que repre s enta el 30% obteni 

do anua l ::iente (42). En l a actualidad a lgunos paí ses utilizan f e rtil izant es bio­

ló¡c, icos pa ra sus cultivos de leguminosas, como e s el caso <le Austt-«lia , que i; ­

tiliza este tipo de r ecurso en el 99::!: de sus cultivos de leguminosas, rni.en tras 

que en el lY. restante s e utiliza fertili zante inorgánico. Sin emba r.;e , c .o mo J 1 

relac ión es suo.amente especifica para las l eguminosas , 
0

los d~más cultivo s si-­

guen siendo tratados con fertilizantes elaborados industrialMente. 

El género Azospirillum inicialmente fué descrito como Sn:iril Lim _!~~ -

po r Beijerinck (1922-1 925) y no fue obj eto de estudio i ntensivo hasta que Dob~­

reine r v Day (1976) l o aislaron de ciertos pastos tropicales del Brasil . A par­

tir de entonces su estudio ha cobrado cada vez mayor importanc ia, a pesar de 

las dificultades que representa abordar la investigación de ia fisiología ce su 

asociación, ya que Azospiríllum no fo rma ninguna est~uctura reconocible que pe.!:_ 

mita el estudio directo del proceso, asímismo existe una gran variabilidad en -

el establecú:úento o funcionamiento de la asociación, además es ;;-.uy diiícil e n 

el C8111po cuantificar la fijación de nitrógeno. Tarrand y col (1978) a través de 

experi;i:entos de homología de DNA lo reclasificaron en on nuevo género: Azosoiri 

llum, con dos cuevas especies~- brasilense y~- lipoferum ?OSter ion:iente ~.a-­

galhaes y col (1983 ) propusieron una nueva e spec ie A. amazor.ense, que a diferen 

cía de las 
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1.... i. c.i Je i.a:; 8 ~ r~s ¿ !:!S es c-3 ¡i ~z riP 11t ilizar la sacarosa como única fuente de car 

bo no y energía pa r a l a f i jación de ni trógeno y crecimiento (fig 1). 

Propiedades fi siológ i cas de Azo s pirillum Azospir i i l um e s una bac t eria -

C. ram-ne gativa, ál tamen te móvil y medio curvada llamada forma vibroide (fig 2). 

Las .:olo nias s on de un co lor rosa-roja y tienefl un diámetro de ium, en medi o l .f 

quid o la s bac ter ias pr Psent an un flagelo polar. Ot~os fla gelos ondu l ados y de 

longitud cor ta pueden se r obse rv ados sólo en!!: brasilense creciendo la cepa en 

nedio co n a gar . La c ompos ición del DNA del género es de 69-71% de guanina-cito­

cina (46). 

~· lipof erum di fie re de A. brasil ense en su bilida<l pa ra ut ilizar glucosa 

c omo única fuente de c ar bono y energía para crecer o fi jar nitrógeno y en su re 

c.c; er in i en to po r la bi o t i na. La ga l actosa y la arabinosa, también son utilizadas 

po r ambas e s pecies. Los azospirilla son capaces de oxidar ácidos orgánicos y --

~ r e ce r bien en ellus. Son organi s mo s preferentemente microaerofí l icost isto es 

-r 0 fi P rP~ lp c ~~ i~c rPnsio nes de oxígeno. Desarrollan una película blanca -

debaj o de la su perf ic i e cuando crecen en medio semigelificado (microaerobi~ 

s: s ) . Los a zospiril la son a tr a ído s quimiotácticamente por el oxígeno (aerotaxis) 

v po r á cido s orgán i cos, aminoácidos y azúcares ( 2, 33 y 34). 

Az ·~s p iri lh;_i:¡ pue e f i j a r nitrógeno atmosférico c omo organ ismo de vida libre 

- ~ ~ asoc iación con las raíc es de a lgunos pasto s y gramíneas económicamente im­

?Or tan tes (13). Los ác idos orgánicos tales como el malato, pi r uvato y succinato 

sen las mejores fuentes de carbono y energía para su creciemiento en presencia­

sólo de ~ 2 condici0n microaeróbica , o bien con la presenci~ de NH4condición ae­

~5~ica. La adición de ~H4 para enriq uecimiento del medio, r eprime completamente 

:a fi :á.:ión de nitró~eno (29). 

O~oo y col (19 77 ) descri b i e ron ~ue Azospirillum pres enta ac tividad de nitro­

~¿'.\asa y que al me nos en A. brasilense Sp7 este sis tema e s ta compue sto por 3 -
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componentes: la prote ína Me-Fe , una prote1na Fe y un factor activador para la -

pr o teína Fe semejante a la encontrada en Rh odospirillum rubrun:. La actividad de 

ni trogenasa disminuye al incrementarse la p0
2

, siendo la tens ión de ox!geno más 

adecuada para la fijación de nitrógeno entre 0.005 y 0.007 atm (22, 29 y 32). 

Al gunas cepas de ~· brasilense producen caroLenuiues al a umentar la pv 2 y -

fijan nitrógeno cuando la cepa no está pigmentada, lo cual s i gnifica qu e en con 

diciones de microaerobiosis no hay s í n tesis de caroteno i des , lo que no s i ndic a 

que los carotenoides protegen del daño . oxidativo a la nitrogenasa (28).Azosp i ri 

l lum po see también una hidrogenasa capaz de utilizar el hidrógeno que se despr e~ 

de de la reacc ión de nitrogenasa (10). La s!ntesis de nitrogenasa e s reprimida 

por la presenc i a de NH
4

. 

La actividad de glutamino sintetasa dependiente de ATP , a par • i 1 Je a :uo n i o 

y glutamato, fué mucho mayor en células que fueron creci da ;. en N
2 

qu e en ;-;c; ue l ­

las crecidas en NH4 . La respuesta de glutamato deshidrogen~sa, que cataliza l a 

aminación reductiva de 2-oxoglutarato por amonio en reacción reversibl~, que u­

tiliza NADPH o NADH fué la opuesta. La actividad de glutamato sintasa que c a t~ 

liza la transferencia del grupo amino de la glutamina, que reacciona con el 2-Q 

xoglutarato para formar dos moléculas de glutamato en célul as de Azospirillum -

crecidas en condiciones adecuadas para la fijación de nitrógeno fué de 1.4 a --

2.6, más que en condiciones aeróbicas, o sea con NH
4 

como fuente <le nitrógeno -

(50 y 30). Además, los azospirilla pueden llevar a cabo la mayoría de las reac-. . 
ciones que transforman nitrógeno en el suelo, como la fijación de nitrógeno, a-

similación de amonio y nitrato, mineralización del nitrógeno orgánico y la des-

nitrificación ( fig 1). Cuando el nitrógeno combinado es limitante, e s incorpo-

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

presencia de nitrógeno combinado la deshidrogenasa glutámica e s :nás activa (30 ) 

Tanto A. bra silense como A. lipoferum poseen varios plásmidos de amplio · -
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r ang o de pesos moleculares (lS), y se ha tratado de establecer Aleun~ relaci6n 

entre los plásmidos y las propiedades fenótipicas, aunque hasta la fecha no se 

ha encontrado nada en concreto. Singh y Wenzel (1982) sugir ieron que los pl.ás­

aidoa en Azospirillum están relacionados con el fenómeno de fijación de nitró­

geno. Por otro la do, se ha concluido que la información <¡11e c0..J Hi~? ;-e':"~ le :i 

jac ión de nitrógeno se encuentra en el cromosoma (38). 

Morfogénesis Cuando Azospir illum es crecido en un medio libre de ni-

trógeno, el organismo se desarrolla como microaerofílico pues de esta manera -

se proporciona a sí mismo de protecci6n a su nitrogenasa para realizar la fij~ 

ción de nitrógeno, mientras que cuando se le adiciona nitrógeno combinado su -

crec imiento es aeróbico. Recientemente se han desarrollado algunos es tudios so 

bre el uso y metabolismo de la fructosa por cepas de A· lipoferum y A· brasi­

l ense , crecidos en aer~osis y microaerobiosis.De estos estudios han concluí 

do que la f ructosa es una fuente de carbono que favorece la encapsulación de -

las bac te rias ( 11, 16, 25 y 53). F.n condiciones de aerobiosis, p;ort. icv l 11.nnentP 

en cultivos envejecidos, las formas vegetativas vibroides sufren una transición 

~ un es tado i nmóvil, se t ornan altamente r efráct iles y se encapsu l an , formando 

l as l lamadas formas-e, las cuales forman agregados de varios cien t os de miles­

l lamados flocs. También se encontraron que en presencia de fructosa y nitrato 

se presenta una intensa floculaci6o (fonaación de flocs, 41 ). Las formas-e en 

les flocs parecen estar entrelazados en una matriz fibrilar cuyas células son 

a ltamente retráctiles y resistentes a l a desecación. Asúaismo fue observado -­

que a actividad metabólica y los patrones de agregación también cambian consi 

de rableJ&ente con la edad del cultivo, en condiciones que favorecen y conducen 

a la eucapsulacióo (fig 2). 

Concomitante a la foraación de formas-e se observa la síntesis de un mate­

rial altallleilte r efringente. Las células vegetativas vibroides presentan una --
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mínima ~an t idad de gránulos reftáctiles compues t os de poly-B-hy droxibut irat o -

(35). Las fo rmas-e a diferencia de los vibroides, no presentan mov imiento y el 

cuerpo central tiene abundantes gránulos de poly-B-hydroxibu ti r ato (PHB) . El -

cuerpo central s e encuentra rodead o de un grueso material capsular que mantie­

ne un i da s a ot ras fo rmas encapsuladas para formar los flocs (41). Se ha suge­

rido c.¡ ue l a s fo rmas-e pueden representar ·en las bacterias un mecanismo de pro­

tección cont ra el daño oxidat ivo de la nitrogenasa (S y 6). El fenómeno de moE_ 

fog énesis, también lo han relacionado .con el proceso infeccio so, sin emb a rgo -

aún restan experimentos y estudios por rea lizar que corroboren é sto. 

Los efectos diferenciales sobre floculación po r diferen t es f uent e s de car­

bono y nitrógeno no son b ien comprendidos , pero se cree están vinculados con -

l a producción del po límero extracelular, particularmente polisacár c<k' s de enla 

c e s beta (47 y 54). 

Cuando Azospirillum es crecido en un medio rico e'n nutrientes y luego tra~s 

ferid o a otro con deficiencia en nutrientes, sufre cambios metabóJicc s )' sint.=_ 

ti za el polisacárido necesario para el encapsulamiento durante la s condiciones 

de desecación . Por ello se consider a que e l polisacárido puede se r importante­

pa ra e l mecanismo de supervivencia de Azospirillum bajo condic iones de "stress" 

t ales como limitación de nutrientes y desecación, lo cual puede repercutir . fa­

vorab leme nte en el proc e so infeccioso. La producción de polisacárido extrace­

l ular en azospirilla puede inducirse manipulando el medio de cultivo (~l). 

Modo de asociación en Azospirillum En la última déc ada, se ha obten! 

do l a mayor parte de l a información referente a Azospirillum, particularmente 

a cerca de sus propiedades de fijación de nitrógeno y su asociación con gramÍB_! 

~s econó:rJ.camente i mpo rtantes y ha sido aislada de climas tropicales, te"'pla-­

dos y f r íos (20 y 40). 

Se ha reportado especificidad de Azosoirillu~ a cierta via f o tosir.c~tica, 

ya sea C-3 o b ien C-1.. J... . :!.~ po feruo está presente principal::ier.te ~:1 maí z (C-4) 



y la mayoría de las cepas aisladas de trigo o arroz (C-3) fueron ! • brasilense 

(2, 7 y 12) . Ex i s te una notab l e preferencia de la absorción de _A· brasilense -

por parte de c iertos cereales a través de sus raíces (4, 8 y 44). Las bacterias 

se han localizado principalmente en el mucigel. En estudios de campo, se han ~ 

aislado sustancias de exudados de raíz que promueven la asociación de bacte- -

rías a l os pe los radiculares y que pueden ser considerados como compuestos pa­

recidos a lec it i na s (52) . 

La quimio taxis que present a Azo spirillum por aminoácidos, ácidos orgánicos 

y azúcares, puede ser consider ado como un fen6meno i · portante en el mec ani smo -

de a sociación con pastos y gramíneas. Por otro lado, se ha encontrado que en -

ccltivos puros de~· bras ilense, se producen giberlinas y sustancias parecidas · 

a citoquininas, además se tienen reportes de que producen auxinas a partir de -

tri ptofano (48). Es muy probable que la interacción hormonal sea responsable de 

c iertos cambios morfol~'icos en la planta, asociados co n la inoculación (19). 

T'>r.>bién i;e ha propuPSt" qqe A7ospir j 1 l"''l ?'Paliza actividad pect inol ítiC'a so­

br e la s ra íces " incrementando la absorción mineral de superficie de las células 

co r t i cal es, en un efecto de tipo de esponja" (34, 49 y 51). 

Son éstas algunas de las r azones que podrían explicar los beneficios que -­

tiene la inoculación de los pastos con Azospirillum y sin embargo , el p~incipa} 

~.: ani smo po r el cua l se obt iene beneficio de la asociación es la fijac i ón de 

::.it r ógeno. 

En ot ros a spectGs, se tiene ~l conocimiento de que el detergente SDS (dode­

cil sulfato de sodio} es un agente curativo de plásmidos (45). 

T01aando en cuenta la escacez de fertilizantes nitrogenados, el requerimieE_ 

te e l evado de energía para su manufactura, el costo igual.ente elevado (17 y 42) 

y ~.:~si¿erando específicamente que nuestro país se encuentra en uña situaci6n -

cada vez más precaria, es de gran illportanci.a el increaento de la investigación 

so~re los organismos fijadores de nitrógeno. 
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Aún no es bien comprendido el significado que puedan tener las foI'lllltS-C de -

Azospir illum en el proceso de adherencia a las raíces de pastos y gramíneas, 

que aunque como se ha mencionado anteriormente es un mecanismo de protección a 

coná i c i ones aáversas l20). 8eria muy interesante poaer ootener cepas incapaces 

de encapsularse, para poder r eal izar estudios del fenómeno de una manera más di 

recta, a través de experimentos con mutantes dificientes en su habilidad para -

encapsularse. 

Lur ia y Delbruck (1943) reporta ron una prueba de fluctuación, para demostrar 

que la aparición en una cepa de Escherichia coli-B de mutantes resisten tes a un 

virus Alfa ocurría por mutación espontánea. La prueba consistió en crece r la ce 

pa de E. coli -B a partir de pequeño inóculo en una serie de cultivos ~ i~ilarc~ 

hasta llegar a la saturación posteriormente plaqueaban una muestra de cada cul­

tivo (10-8- 10-S) en placas con una gran cantidad de virus Alfa capaces de li­

sar las bacterias. Esta bacteria presenta una ciert~ frecuencia de mutac ión que 

da por resultado mutantes con fenotipo de resistencia al virus. A partir de un­

pequeño inóculo se asegura la existencia de sólo bacterias sensibles al virus y 

por consecuencia las bacterias resistentes obtenidas al final del experimento,­

eran resultado de algún cambio ocurrido durante el crecimiento de los inóculos. 

Finalmente por medio de un procedimiento matemático obtuvieron las frecuencias 

de mutación, cuenta viable y velocidad de mutación. 

HIPOTESIS Y OBJETIVOS 

Los objetivos planteados en el presente trabaje son: 1) basándonos en una 

.modificación de la prueba de fluctuación de Luria y Delbruck (1943) estimar la 

tasa de mutación de Ene+ a Ene- de AzospirillU111 lipoferum y~· brasilense en 

ferentes condiciones experimentales. en particular en microaerobiosis y aerob -J 

sis, 2) establecer las diferencias en las tasas de mutación de Ene+ a Ene e•1· 
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tre microaerobiosis y aerobiosis."'.3) deterainar cualitativamente la capacidad -

+ -diferencia l entre Ene y Ene para adherirse a ratees de semillas germinadas de 

trigo y causar deformación en aus pelos radiculares y 4) evaluar el efecto que 

que presenta el detergente SDS en las tasas de mutaci6n de Enc+a Ene- crec i endo 

las cepas en 0.002% de SDS. 

Basándonos en la observación de que en la superficie de placas de Rojo con-

go aparecen colonias menos coloreadas en un fondo de colonias r ojas de Azospiri 

llum debido a que existe un cierto número de polisacáridos que interactúan di-

rectamente con l os colorantes Calcofluor y Rojo congo y otro tipo de polisacár!_ 

dos que presentan poca o ninguna interacción, se sugirió que las colonia s con -

menos color, quc aparecen sobre las placas conteniendo el Rojo congo eran indiC,! 

tivos de la presencia de mutantes Ene incapaces de acum_ular unó o más polisac_! 

r idos que son producidos normalmente por las colonias silvestres rojas Ene+ de ,_ 
Azospirillum . Por lo tanto procedimos a diseñar experimentos,mediante lo s cua--

1 P" f., ., r osi blE> e s timar la ~ :l sa dr ""ltaci6n de Enc+a Ene- en d1v rr 0 as - -:- a- d<-

Azospir i l l um spp . 

Como una segunda hipótesis y en base al SDS que tiene efectos curati vos en 

plásmidos y si la informac ión necesaria para la diferenciación morfogenética de 

v i brio a fo rma-e se encoentra codific"d" en DNA pl amídico , entonc es esp"'!""""'e ~ 

na mayor frecuencia de Wll.ltaci6n al adicionar a las diferentes condiciones de ere 

cimiento 0.002% de SDS. 

Ahora bien, considerando que morfogen~ticamente hablando, vibrios y formas 

encapsuladas son diferente• y si la forma-e está involucrada en la capacidad i.!: . 

fecci-O sa del organismo a la raíz. entonces observaremos diferencias al infectar 

con vibrios o for.aa-C seaillaa gerainadas de trigo en cuanto a adherencia y 

deformación de pelos radiculares. 
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MATERIAL Y METODOS 

Las cepas utilizadas de Azospirillum, fueron las tipo silvestre ~· brasilen 

se Sp24S y !• lipoferum Brl702 y la mutante de la cepa silvestre~· brasilense 

Sp7 (46) MX2088 , la cual tiene los marcadores de resistencia a kanamicina y de 

- r auxotrof í a a hist i dina (His Kan). Los medios utilizados fueron: Medio Nfb modi 

ficado (K
2

HPo4 .3H20 7. 86g / l, KH2Po4 4g/l, Mgso
4

.7H2o al 10% 2ml/l, NaCl al -

10% lml/ l, CaC1 2 .2H20 al 1% 2ml/l , solución de micronutrientes 2ml/l, azul -

de bromot imol al 0 . 5% en KOH 0.2N 2m1/l y FeS04 O.OOOSg/1:-el'pll se ajusta en­

tre 6 .8 y 7. 0) ; FNF (Nfb + D-Fructosa al 20% 25ml/l y solución de vitaminas 1-

ml/l -biot ina y pir i doxal- ) según medios de Dobereincr yBaldani 1981; y el me­

dio LC (Trip tona l Og / l, Extracto de levadura Sg/l y NaCl Sg/l). Las placa s l l e 

van l. 5% de agar mientras que para el medio semigelificado únicamente se util i -

zó 0 . 26% de agar. Para crecimiento en aerobiosis (placas y medio líquido), se 

añadió como fuente de nitrógeno NH4Cl a una concentr?ción Je 2.Sg/l y además -

se u tUí?Ó f) , '\ ~ /1 r'I~ ext.racto de l ov~ r'l" r A , ..,i,,,1tras '1"" Pn condiciones de micro 

aerobiosis (semigelificado) sólo se adicionó O.lg/l de extracto de levadura y -

sin fuent e de nitrógeno. Para el medio de Rojo congo (RC), éste se agregó a una 

concentración de 1:400 agregándose en lugar del azul de bro~otimol !Sml/l. El~ 

DS (dodecil sulf~to de sodio) se añadjó a l 0.002%. Para la cepa ~· brasilense -

MX2088 la kanamicina se añadió a una concentración final de 30ug/ml. En el exp~ 

rimento de adherencia, el medio de Rojo congo utilizado fue similar al anterior 

excepto por la utilización de 0-L ácido málico en lugar de la D-fructosa, el ex 

tracto de levadura fué omitido. 

Series de 10 tubos conteniendo 3 1111 de medio líquido FNF, Fl\F-SDS y FN~-RC 

y series de 10 viales también fueron llenados con los mismos medios pero seá\,gj 

1if icados 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 C.!_ 
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louia aislada que es resuspendida en buffer Nfb y diluida hasta 10-S y 10- 6 De 

estas dilvciones se plaquearon O.lml en medio LC y FNF-RC 3 cajas/ medio/ dilu-

ción, de la última dilución se inóculo O.lml en cada uno de los tubos y viales. 

Los tubos inoculados se incubaron a 30°C en agitación durante 72 horas y los 

viales alrededor de 144 horas y también a 30ºC. Al final,se ob tiene una muestra 

~ de cada tubo la cual .es diluida hasta 10 para plaquear O.lml de las diluc io--

nes 10-3 , 10-4 , 10-5. y 10-6 en placas de FNF-RC y O.lml de las diluciones 10-Sy 

-6 10 en placas de medio rico LC. Después de 72 horas de incubación a 30ºC se 

procede a cuantificar l a cuenta viable a pa r tir de las diluciones más a ltas 

-5 -6 (10 y 10 ) y el número de mutantes es ob tenido a partir de l as diluciones 

más baj as (l0-4y 10-3) .El cociente entre el número de mutantes y el número de -

bacterias totales nos dá por resultado la frecuencia de mutación. 

Posteriormente para cuantificar la capacidad infectiva de las formas silves 

tres y las encapsuladas'e"'n raíces de semillas germinadas de trigo, se utilizó -

un método en .la cual es esteril i zada la superficie de las semillas germinadas -

de trigo con etanol al 70% durante min seguido por 20 min en blanqueador co~ 

me rcial al 10%, para luego lavarse 4 veces con agua e s t4ril , en el último lava-

do permanecen sumergidos durante 2 horas, las semillas tratadas.i.fueron germina-

da s sobre placas con agar al 1% en la oscuridad a 30ºC. Luego de 48 horas de ~ 

crecimiento fueron suspendidas en matraces de Erlenmeyer con 25 ml de solución 

H20 0.15g/l, citrato férrico O.OOSg/l y un pH de 7) , fueron incubadas a 30ºC 

con l x 107 CFU (unidades formadoras de colonias) bacterias previamen te creci~ 

das por 24 horas en medio líquido LC. luego fueron lavadas y resuspendidas en -

solución Faraeus. 

Las semillas inoculadas fueron i.ocubadas en agitación {60rpm) 'durante 90 -

mi o a 30ºC. Las raíces fueron liberadas de las bac terias no adheridas, agitándE_ 
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las cuatro veces a 300 rpm durante 15 min con 25 ml de solución Faraeus, el so-

brena dant e fu~ desechado . De las raíces se tomaron l cm de longitud y se machac~ 

ron en un homogenizador de vidrio. Las suspens iones fueron diluidas en O.OlM de 

huf fpr fosf at0s n pH 7 y plaqueadas sobre medio de Rojo congo y placas de ir.edio 

sóliao LC . 

Los experimentos pa ra observar deformación en pelos r adicula res , _s e rcaliz~ 

ron de manera similar, excepto que las semil las fueron transferidas de pl acas -

con agar a placas conteniendo 25 rol de Faraeus aon agar semig.elificado (0.35% ) . 

. 7 
Las placas se inocularon c on 1 x 10 CFU bac t e rias y fueron incubadas a 30º 

C. El t ipo de deformación evaluado en este exper imen to, f ué únicamente las <life 

rente s ramificaciones en cuanto a longitud de los pelos ra d icul are s (37). Des--

pués de 24 horas de haber sido i noculada s , se cortaron lcm de long itud de la s -

radí culas y se colocaron en un portaobjetos para ser observadas al microsco pio 

rie c on t raste de f ases. 

La cuantificación de las deformac ione s , se realizó po r 'barri do de uno a o--

tro lado de lo s margenes de las piezas rad i cular es bajo una sé l a profundi da d de 

campo, ya que resultó imposible obse rvar l a s de formaciones de la pieza de lcm -

po r el número tan elevadísimo (f ig 3) 
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RESULTADOS 

Durante el primer experimen t o , el cual consistió únicamente en obt ener las -

frecuencias de mutación de Enc+a Ene- de A. brasilense MX2088, Sp245 y!· lipof~ 
, - . . 
\ª~~vu¿vb4 a 1 w¿~~va~L V -

biosis), se pudo observar que para el caso de la cepa MX2088, las frecue ncias de 

mutación en ambas condiciones fueron de 1.1 x 10-3 en aerobiosis y 1.2 x 10-J en 

microaerobiosis . Sin embargo anal izando las frecuencias individuales (tabl a 1) -

es iaportante observar que en los primeros 24 cultivos en aerobiosis, la canti--

dad de mutantes encontradas fué considerablemente menor que en e l resto de los -

cultivos mientras que la cuenta viable permaneció más o menos constante a lo lar 

go de todos los cultivos , lo que se nota eP la obtención de frecuencias con mu~ 

cha variación entre los cultivos. 

En la cepa KX2088 se observó que en condiciones de mictoaerobiosis existe una ,_ 
mayo r proporción de cul tivos sin mutantes (tabla 1) con respecto a la condición -

aeróbica . 

E.l mismo experimento fué realizado para !· brasilense Sp245 (tabla 2) y lo ~~-

que observamos fue que en condiciones de aerobiosis la frecuencia de mutac ión fué 

de 3.0) veces el valor obtenido en microaerobiosis, .pues en el primer caso la fre 

cuencia fué de 2.4 x 10- 4 
y en el segundo de 7.9 x 10- 5• En aerobiosis la propor~ 

ción de cultivos sin mutantes fue considerablemente menor que en microaerobiosis. 

Esto se vió reflejado en la frecuencia final de autación , al considerarse la su 

ma total de mutantes dividido por la cuenta viable del número de bacterias tata-

les al momento de la 11Uestra. 

Para la cepa !· lipof~rWR Brl702 (tabla 3) se obtuvo una frecuencia mucho me-

nor aparentemente en condiciones de aerobiosis que en condiciones de aicroaerobi~ 

sis , ya que en éste último no pudo ser calculada la frecuencia de mutación.Cuan-

do el organismo crece en condiciones de aerobiosis, no se obtuvo ninguna mutante, 
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en ninguno da los cultivos, por lo tanto la frecuencia de mutaci6n calculada fué 

de O. Aho ra bien en presencia de nitrógeno atmosférico (condición microaeróbica2. 

la proporción de cultivos sin mutantes resultó ser muy baja, sin embargo, a dif~ 

-5 di eron l ocalizar una mu t ante en cada uno, con una frecuencia f inal de 1.1 x 10 • 

Durante el segundo experimento el método utilizado fué el mismo y se realizó 

debido a .que existía la posibilidad de que el Rojo congo estuviera actuando como 

un agente mutagénico. Para ello se tomó una ser i e de cul tiv<lS-.C..Q,ntroi y otra a d_! 

cionando el R.C. (12mg/ l) para que éste 'estuviera presente durante el crecimien-

t o de cultivos. Tanto en aerobiosis como en microaerob iosis los resul tado s en Ro 

jo co ngo y e l experimen to control fueron muy similares . 

En l a t sb l a No. 4 se presentan los valores de las frecuencias totales de muta 

c ión de la cepa MX2088 dadas en presencia de nitrógeno combinade.En el ex pe r imeE 

t o control la frecuencia 2.5 x 10-2 es sólo 1.6 vece s el pre sente en el expe rime.!!. 

-2 
to cun Ro jo congo, que tuvo un valor de 1.6 x lv 

Para l a cond ición de microaerof ilia también de la cepa MX2088, los datos que 

se tienen tanto en Roj o congo como en el experimento control, es que las frecue.!!. 

cias totales son exactamente las mismas, es decir que ambas presentan una fre- -

cuancia de mutac i ón d~ 5.ó x lG-3 \Laola 5). 

En el caso de la cepa~ .. brasilense Sp245, se realiz aron tres experimentos u-

no en donde estuviera presente el Rojo congo, otro de experimento control y por 

último en donde estuviera presente el SDS. Los resulthdos en microaerobiosis (t~ 

bla 6) indican que el RC no afecta la frecuencia de crecimiento, y el añadir el-

SDS,la frecuencia de mutación se incrementa considerablemente como fue observado 

-5 -3 en las frecuencias t otales: 2.5 x 10 en el control y l.5 x 10 con SDS, lo ~ 

d , + 
qu; significa es que el SDS aumenta la frecuencia e mutacion de .Ene a Ene y -

es igual a 60 veces el experimento control. En presencia del RC la frecuencia de 
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-5 . 
mutnci6n fue de 4.9 x lO , o sea 1.6 veces el control. 

Luego entonces se prosir,uió con la c<.> pa A. brasilense MX2088, y verificó -

su frecuenc ia de mutación cuando es crecida con SDS, (tabla 7) Como se espera-

b!!. le. fr e::ue:i::ia o~::::.~ • .!.<!ii f;;.;; u.u._; .u w<>yuc con J. a presencia del SDS, dicho va-­

lores de 3.2 x 10-1 , en contras te con el control de 3.0 x 10-2, ésto signifi-

ca 10. 8 veces el con t rol, é sto t uvo lugar en condiciones aeróbicas. 

En la tabla No. 8 la cepa A· bras i lense Sp245, se presentó que en el con-­

trol l a 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 v eces que el control. Y en presencia de SDS la frecuencia -

- 2 f ué de 1.6 x 10 , y significa 1.7 veces el control,aunque si se considera con 

respec t o a los cultivos crecidos en Rojo congo, la frecuencia presente en SDS 

ser ía 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 observación, de que las más altas frecuencias se presentaron 

en la cepa A:_ brasilense, mientras que en la de A· lipoferum fueron considera" 

blemente menores. también es notable el hecho de que dentro de la misma espe-

cie, la MX2088 tuvó mayor tasa de mutac ión que la Sp245 . (tabla 9). 

También es importante observar que en presencia de SDS las tasas de muta-­

ción de Ene+ a Ene en las diversas cepas de Azospirillum es mayor que sin la 

presencia de éste. También se pudo ver que el Roj o congo no altera las frecuen 

cias de mutación con respecto a los experilaentos control . (tabla 9). 

Las mutantes obtenidas fueron caracterizadas morfológicamente. En las sil-

vestres A. brasilense y A· lipoferum , la col or ación 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 am de diámetro las colonias, y presentan fonaas irregulares,orillas ondula-

Géls, superdicie rugosa y en ocaciones. canales radiales a partir del centro (91 

1lientras que la caracterizaci6n de las mutantes Ene- denoainadas Sp7Wl para la 
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CP(ln mutan'tc Ene- de A. braailcnso MX2088 y Sp245Wl preseQtan la m1Hma t alla , 

circulares, convexas, translúc idos y con márgenes completos. Por otro lado, se 

obtuvieron otras 111Utantes también consideradaa como Ene-, aunque presenta n co-

+ -lo raci6n intermedia entre las Ene y las Ene , sus matices v~n desde r0sa- pál.!_ 

do hasta rosa-naranja . Sin embargo una gran cant idad de ellas, revirtieron a -

l a forma silvestre a muy elevadas frecuencias, ésto tuvo l ugar durante la pur! 

f icación de las mutantes . Laa menos coloradas como la Sp7Wl y la Sp24 5Wl apa~ 

rentemente no revirtieron y no presentan deficiencia alguna con respecto a las 

silvestres, en cuanto a características bioquímicas, excepto en su habilidad 

para hacer formas-e. Además para mantener vivas l as cepas mutantes, es necesa-

rio resemb:ra.rlas más f r ecuentemente que las silvestres, es decir cada 15 días, 

en lugar de cada 30 días. La cepa derivada de la MX2088 retiene su auxotrofía 

a histidina y su res i stencia a kana.micina. 

En la determinación de la capacidad infectiva y grado de adh er encia de las 

- . 
" º n'lq tipo silves tre y las mut.anles En~ , fué r..Jlocio que tanto la c epa Ene 

c'omo la Ene- son capaces de adherirse a las raíces con igua l habil idad, (tabla 

lU). En cuanto al incremento de pelos radiculares con inoculación de Azospiri! 

lum en raíces de semillas germinadas de trigo, fué muy simila r tanto en l a s mu 

tantea Ene- COGIO en las s i lves tres Ene+ . La defurwación de p~los radicul are s -

fué la misma en las mutantes Ene- que en las que todavía son capaces de encap~ 

sularae Ene+ (fig 3). 
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Fig.2 ~e muestran las c élulas vege t ativas vibroidestAJ,agr~pa­

miento de l as mismas c6lulae vegetatr vaa\B) , C, D j E,muestra."l e l e nce.Jl 

sul amiento progresivo -para la formac i On de nocs ,y F,ee lL'"' & célu1 a en 

ca~ sul ada despues de 6 mesee de des e ca cion de los noca con los r~P.n~ 

los ce PHB. 
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A 

B e D E 

En A se encuentra una microfotogratia,un vibrio en Azosui­

r i11urn , con su e:ran cantidad de flagelos ondulados y su n-ª 
ce lo uolar.~n B,se muestra loa pelos rPdiculares ce semi -

ll as gerTT:i~adas de trigo y en C,D y E estan dadas tres fi­

t ü ras de las defon'"iacionea producidas oor la inoculación -

con Azoauirillua 
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FRECUENCIAS DE MUTACION 

EN Azospirillum brasilense MX2088 

AEROBIOS IS MICROAEROBIOSIS 

M. 104 
I c.v. 107 FRECUEllCIAS M. 103 I c.v. 106 FRECUENCIAS 

- _-4 e ' ¡ b.4 ..) , 1X.lV l I o 
3 / 4 .1 7. 3xiu:¿ o / 1.3 o 

10 Í 18 5.6xl0_4 o / 0,4 o 
6 I 16 l.7xl0_

4 o / l. 5 o 
2 I 12 3.7xl0_

5 o / 0.1 o 
2 I 22 9.0xl0_4 o / 0:3 o 
7 / 28 2.5xl0_

5 
o / 1 .6 o 

I 33 3.0xl0_
5 

o / l. 7 o 
1 l. 23 4.5xl0_

4 
o / 0.5 o 

4 / 29 l.7xl0_4 o / 0.7 o 
2 / 16 1.3xl0_

4 
o / 2 . 6 o 

2 I 15 l.4xl0_
4 

o / 1.0 o 
4 / 27 l.5xl0_4 

o / l. 8 o 
3 / 21 l.4xl0_4 

o / 1.0 o 
2 / 12 1. BxlO _

4 
o / 0 .4 o 

7 / 14 5.lxl0_
5 

o / 2.6 o 
2 / 21 9.7xl0_

5 
o / l. 4 o 

2 / 22 9. lxlO o I l. 2 o 
o / 23 o o / 1.6 o 
o / 13 o o / l. 3 o -4 o / 22 o 3.7 / 4.3 8.6xl0_ 3 o I 6.8 o 2 / 1.0 l. BxlO 
o / 15 o o I 2. 1 o 
o / 26 o -3 o / 1.0 o 

37 / 17 2.2xl0_ 2 
o / 0.4 o 

250 / 14 l. 7xl0 o / 0.4 o 
o / 3 o -2 o / 0 .3 o 

150 / 6.4 2.4xl0_
3 

o / 0.8 o 
29 / 7 4.lxl0_

3 
o / 0.6 o 

40 / 17 2.3xl0 ~ o ¡ l. 3 o 
20 / 14 l.4xl0~~ 3 i 4.2 7.lxl O-~ 
40 / 11 10 / 4.5 ' -J 3.6xl0_4 2.2x· O 
10 / 20 5.4xl0_3 

10 ¡ 18 5. 5;: 10=; 
10 / 4 2.5xl0 10 / 7.5 l. 3xlü_3 o / 5 o 3 / 2.5 l. 2xl0 I 

2 / 5.0 4. OxlO-~ 
2 / 4.3 4.6xl0-_, 
o / 4.0 o -3 

35 /. 4.0 8.7xl0_
3 13 / 2.4 5.4xl0_
3 30 / 4.6 3. lxlO 

648 / 563 .7 l. lxl0-3 121 / 101. 2 1. 2xl0 -3 

Tabla No. 1 M. singnifica el número de colonias mut 2 -~e ~ elevado a la 
a la potencia <>ue se i:.d ica. y \:. V. e ::, l a cuenta vía-
ble, o sea e l núcero de bacterias totales. 



FRECUENCIAS DE MUTACION 

E!; Azosvi,iiiu= brasilenee Sp245 

AEROBIOS IS HICROAEROBIOSIS 

M. 10
4 

I c.v. 107 FRECUENCIAS M. 103 I c.v. 106 FRECUENCIAS 

2 I 3.7 -4 
I 0 .8 o 5.lxl0_

3 o 
5 I 3.7 l.3xl0_4 o I 86 o 
l / 'i. 2 1 n .. , (' u I 2.7 o - . - .. -~ -3 
2 I 0.8 2.Sxl0_4 o I 7.4 o -4 / 4.2 2.3xl0_4 l I 3.8 2.7x10_5 

10 I 11 9.lxl0_
3 l I 11 9. lxlO 

23 I 13 l.8xl0_4 o / 58 o 
10 I 1. 13 7.7xl0_

5 o I 0.8 o·i 
2 I 32 6 . 2xl0 o I l. 3 o 
o I 43 o -5 o / 17 o 
l / 24 4.2xl0_

5 o I 9 .2 o -4 2 I 33 6. lxlO 1 / l. 9 5.JxlO 
o I 27 o -4 o I 4.4 o 
l I 5.5 l.8xl0 o / 1.8 o 
o I 6.3 o -4 o I 4 .1 o 
5 I 6.7 7.Sxl0_

3 o / 4.4 o 
10 I 6.5 l.5xl0_4 o I 7.3 o 

l / 3. l 3.2xl0 o I 18 o 
o I 5.6 o -4 o I 3.6 o 
l / 7.2 l.4xl0-4 o I 7.2 o 

10 I 24 4.2xl0_4 o I 8.7 o 
1 / 3.4 2 . 9xl0 o I 4.8 o 
o / 6.0 o o I 5.9 o 
o í 16 o n f 13 o 
':' I 15 u -4 o I 2.9 o 
1 I J.3 3.0xl0_3 o I 13 o 

10 I 7.3 l.4xl0 o / 2,5 o 
o / 7.7 o -4 o I 5.0 o 
l / 7.0 l .4xl0 o I l. 7 o 
o / 27 o 20 I 3.4 5.9xl0-3 
o / 22 o o I 7.5 o -4 o / 8.0 o l I 3.4 2.9xl0 . 
o / 4 . 8 I 7.4 -4 G 2 2.7xl0 
o / 5.9 o -4 o I 5.0 o 
3 / 13 2.3xl0_

5 o I . 1.4 o 
2 / 21 9.6xl0-4 
2 / 11 l .8xl0 
o I 3.6 o -3 20 I 8.6 2.3xl0 
o I 13 o 
l I 20 4.9xl0-s 
G / 9.4 o -5 l / 11 8.8x10_4 
1 / 8.9 l.lxlO 
o I 18 o 

130 I 549.4 2.4xl0 -4 
26 I 336.3 7.9xlo-s 

Tabla tio. 2 c.v. • cuenta viable· K- No. de metantes. 
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TABLA DE FRECUENCIAS DE MUTACION 

EN Azospirillum lipoferum Brl702 

AEROBIOSIS MICROAEROBIOSIS 

M. 104 
I c.v. 107 FRECUENCIAS M. 103 I c.v. 106 FRECUENCIAS 

o / 1.1 o o ¡ - o.a o 
o / lO o o / 2.6 o 
n I 7 _0 :; u I !.5 o 
o / 5. 5 o o I 3.9 o 
o I 3.7 o o / 21 o 
o / 3.9 o o / 16 o 
o / 6.2 o o / ll o 
o / 0.3 o o / 3.3 o 
o / 1.0 o o / l.O o 
o / 2.6 o o / 5.4 o 
o / l2 o o / 12 o 
o / 5.6 o o / 7.J o 
o. I a.6 o o / l. 9 o 
o / 9.6 o o / J.4 o 
o / 10 o o / 0.2 o 
o / 6.2 o o / 2.9 o 
o / 4.3 o o / 1.4 o 
o / 4.3 o o / o.a o 
o / a.4 o o / l. 9 o 
o / 4.5 o o / 1.1 o -4 
o / 30 o 1 / 2.7 3.7xl0 
o / 33 o o / 2.0 O·· 
o / 45 o o / 1.3 o 
o / 26 o n 1. 2 o 
J / o."' o o / 0.9 o 
o / 57 o o / 3.9 o 
o / 17 o o / 3.3 o 
o / 30 o o / l l o -4 o / 40 o l / 3.0 3.3x10 
o I 15 o o / 4,5 o 
o / 33 o o / 2.0 o 
o / 26 o o / 12 o 
o 1 32 u o I 10 o I 

o / 21 o o / 19 o 
o / 14 o o / 3.9 o 
o / 4.a o o / 5.7 o 
o / 4.4 o 
o / 16 o 
o / 16 o 
o / 11 o 
o I 3,5 o 
o I 4.7 o 

o / 601 o 2 / 179 .8 l. lxlO -5 

Tabla No. 3 c.v. • Cuenta viable M- No. de mutantes. 
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FH.ECUENC !AS DE MUTACION 

EN AEROB IOSlS. 

Cultivos que durante el crec imiento 

es tuv0 presente el Rnj0 Congo . Cultivos sin ad ición alguna 

Total 

FRECU ENCIAS 
-2 

l .8xl0_
3 

5.3xl0_
3 l.4x l0 _
2 

l. lxl0_
2 

3 .0xl0_3 
7 .5xl0_ 2 
3.7xl0_

2 2.2xl0_
2 l.3xl0_
2 

l.3x l 0 

-2 
l .6xl0 Total 

FRECUENCIAS 
-1 

l . 6xl0_
2 

9.7xl0_? 
l.3xlO_z 
l .7xl0_

2 
1.3xl0_

2 4 . lxl 0_
3 7 . 6xl0 _
2 

l .Oxlü_
3 

3.5xl0_
2 l. 7xl0 

-2 2.5xl0 

* Lo s valor es de la s frecuencias t otales se obtuvieron sumando 

el total de las bac terias mutantes , dividiendolo entre el -

to tal de bac t erias mutadas y no mutadas. 

En presencia de Rojo congo los valores arriba mencionados 

f ueron 

Taola No . 4. 

108xl05 / 68.7xl0 7 
y para el control fué de 

17lxl05 / 68.)xlO? 
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FHECUENC IAS JJL MlJ'J'AC fON 

EN Azospirillum br;isneno;e MX2088 

EN MICROAEROB IOSIS 

CONTROL (sin adici6nl r. on adición de Ro io con?- o 

FRECUE."'CIAS 

2.l xl0 - 3 

4.Sxl0-3 

3.0x l0- 2 

l .Ox10-2 

1. 0x10-2 

3 6 -3 22xl0 /3.9xl0 = 5. 6xl0 

Tabla 1' o. 5 

42xl03 /7. 5xl0
6 

25 

FRECUENC IAS 

l . Sxl0- 2 

4.4xl0- 3 

7.3xl0-4 

-J 7.SxlO 

6.6x l 0- 3 

5.0xlO-J 

2. 3xlü- 2 

2.Bxl0-3 

-3 5 .6xl0 



Total 

CONTROL 

FRECUENCIAS 

o 
o 
o 
o 

2.4xl0-4 

o 
o 
o 
o 

-4 1.8xl0 

.!:1!!2-.5 

FRECUENCIAS DE MUTACION 

E~ I Azospirillum br lsilense Sp 245 

EN MICROAER 0BIOSIS 

Adic i6n de Ro jo congo 

Total 

FRECUENCIAS 

o 
' -3 l .4x.c0 

- 4 4. 3x-O 

o 
l.Oxl0-2 

o 
o 
o 
o 

-5 l.SxlO 

4 . 9xl 0-s Total 

Adición de SPS 

FREC UENC IJ·.s 
7.8xlo-·4 

s .0x10-·4 

-·4 7.9xl0 

2.6xl0-4 

-3 4.4xl0 

2.0xl0-4 

2.9xlo-·4 

-3 l.3xl0 

3.2xl0-3 

-4 l.7xl0 

-3 l.SxlO 

La• frecuencial totales fueron cbtenidas de la división del número total de mutantes y el 

n<imoro total de bacteriaa en la cuenta viable. 

Tabla No. 6 
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Total 

CONTROL 

FRECUENCIAS 

3.4xl0- 2 

3.4xlo-2 

-2 3.4xl0 
-2 4.9xl0 
- 2 6.9xl0 

9.4xl0- 3 

-2 2.2xl0 

1 0.1 

8.9xlo-3 

2.9x10-2 

3.0x10-2 

FRECUENCIAS DI. MUTACION 

EN Azospirillum br~silense MX2088 

EN AEROBIO~IS • 

Adición de Rojo congo 

FRECUENCIAS 

Las frecuencia s en rojo congo no se realizaron <libido a que ya t eníamos 

calculadas sus frecuencia s en la tabla No. 4. Como en los otros casos 

laa frecuencias totales son calculadas dividiendo el total de mutantes 

entre el total de bacterias. 

Tabla No. 7. 
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Total 

Adición di~ .ms 
FRECUENCIAS 

-2 4.SxlO 

0 .24 

3.8x10 

0.52 

0.25 

0.49 

0.43 

0.61 

0.27 

0.12 

0.324 

-2 



CONTROL 

FRECUENCIA S 
-3 2.9xl0 

Total 

-3 4.3xl0 
-2 l . 3xl0 
-2 l.3xl0 
-2 2.3xl0 
-3 4.3xl0 

8.0xl0-3 

-3 4.SxlO 

4.4xl0-3 

9 .2xl0-3 

Tabla No. 8. 

¡:~ l.C: 111 . ,, 1 \ '" ·~1 ;·1 Af 111: ; 

Ltl Azus1~1r _ l _l l 11111 1r.1·1!~'..!._I " ' ' '. ;p/fi ', 

EN Af iWll IC1S ! •; 

Adic ión :le Rojo congo 

Total 

FRE CUENC L.>,S 

o 
o 
o 
o 
o 

-2 
1. Oxlü 

-3 3 .7xl0 
-3 l . 2xl-

l . 7xl0- 3 

28 

A.c.! : e ( - ;Je - ~S 

l"' ---::: L.>,0-

5 .d O --_.., 
5 8x l0 ' 

4 1. xl ü -3 

6 = ·~ Ü- 3 

3 Sx lü 
- 3 

') . l 7 

2.2x lC- 2 

l .4xlC- 2 

2.2x :: - 3 

l.4;.;1 0 - 3 

Total l . 6xlG 
- 2 



,\. 

A. 

FRECUENCIAS DE MUTACION DE ENC" a ENC- de LAS DIFEl:UJHES CEPAS 

DE Azospirillum. 

Frecuencias de mutación 
Condición 

CEPAS de cultivo Adición al medio de c rec imien to 

No adición Rojo congo SDS 

brasilense Microaerobiosis l.2xl0 - 3 

MX2088 Microaerobiosis 5. 6x1 0 - 3 5.6x lü -J 

Aerobiosis l. lxlO -3 

Aerobio sis 3.0xlO -2 3. 2x 1 O 

Aerobiosis 2.5xl0 -2 
l. bxl tl - 2 

brasilense Mk roaero biosi s 7.9xl0 - 5 

Sp245 llicroaerobiosis 2.5xl0 -5 4.9xl0 -5 
l. 5x 1 O 

Aerobiosis J.8xl0 -4 

-1 

-3 

Ae r o.bios:;.s 9.7x10 -3 l.7x1 0 -3 l.6~~0- 2 

A. liEoferur.i Microaerobiosis l.lxlO -5 

Brl702 Aerobio sis o 

Nota . Con rojo congo y SDS no fue posible realizar el experimento con la cepa 
de!. lipoferum Br1702, ya que por cuestiones técnicas no creció. 

Al igual que las :nutóntes de Brl 702 ,-observamos que fueron demas iado 
fáciles de perder, a pesa r de resembrarlas cada 15 días. 

Tabla No. 9 
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lnfectivida d ele 
+ Ene y Ene de AzosEiril lum en raíces de 

semillas germinRdas de trigo. 

No. de bact2rias No. de pelos r adicu 
adh2ridas por lares por cm 

Ccp.i Fenotipo cm de raíz de raíz. 

A. hr,1sll en se Sr7 Ene + 9. 5xJ03 
1 7. 9 ± 5.9 (8)* 

A. br~siJ ensP ~GC088 Ene + l.Ox10
4 

l 3 . . ~ :!: 8.4 (6) 

A. hrasi.lt'11se Sp24) Ene + 1.Lxl0
4 

20. 7 ± ~. 1 (2q) 

A. brasil en se Sp7Wl Ene 3.0x10 5 15.5 ± . . 3 (1 ,¡ 

A. brasi lc nse Sp245Wl Ene 2.5xl0
4 

43.5 ± 18.4 (25) -------

A. 1 i¡:ofe ruon ll r l7 02 Ene + 1. Oxl0
4 

15.0 ± 5.~ ( 4) 

A. 1 iEof erum Brl 702Wl Ene 2 .0xlO 
4 15.0 + 2 .0 ( 3) 

rs l1erlth f, 01 1 • 13 ' J r " 
. ~ . ~3 2.6 ± 0.9 (5) 

* significa± de~viRción est~ ncla r<l . Y e l núm~ro entre paréntesis indica 

las raíces individuales que fuero n probadas. 

El númer o de deformaciones de pelos rad i culares fueron signit'icativamente 

diferentes (por la pr ueba.!:_ Student ' s, P 0 .01) de controles no inoculados 

en contraste con ra íces inoculadas de E. coli ABl 15 7 las cuales no son signü:. ,,. 

f i cante s . 

Tabla No. 10 
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n r r r 1 1r TA1. · .. ...., ........ . ........ . 

L 1 pn1t>h<t de fl uct u<lción d e l.11ri" v De lhruck (1 94 3) , l >1P dis<'ñ;ida p.1 r ;:; , jp -

raostr;:;r que en un cultivo ele bacter i ;:is c reciendo ex ponecí a lml'11te, l;:; aparición 

j e rautantes espontánea s oc urr e al azar y que la veloc idad de a pa r ic i ón de d i - -

. ' 
p uc.. u~ 1=" ./\.~n::::: ¡ .lll l t:.'. l l L ci.6. llU.:: 11 L it:': .lV~ 1.-J\iJL.l lllit::llLU::, ~t: J.llJ.,_ 

cicS. :-, co n un inóculo muy peq ueñ o v f'l n ~~ mero de cuJ t iv os que SP utiliz."n e~ ilh l \' 

¡;rancie. Hi entras más grande se a el núme r o cie cul tivo s u ti l iz;i do~ . más c·e r•:.1ne1 

a la real será la ve locidad de mutación obt e n i da . 

Si. n embargo . esta pn1eb;i sól o es accesible pa r a aquellas c.:iract·~rísti u1 s c•;i 

l0s cuales es posib l e J ise ~ar med i o s el e ct iv os par a a isJ ~r 8 la s mut ~1ntc·s en -

.::o ;i ci ic :ones en la quC' la t o talidad de las bactedas no mu t.rntes sor. inh ibi c'.,;s 

e ;¡ su crecimiento o so n muertas. Por e jemr lo result a sencil lo de t erm i n ~r la -

,·el ocicia ci de mutación de una bacte r ia sensihle a un a ntibiótic <' o un a,;Eonte -

~u imioterapeGtico, por plaque ar los cul t ivos en medios adicio na dos del anlibi6 

: i co o e~ agente en cue st i ón. 

t.i1 11 ui::o tru casu esto nu rue po s i.oie ya que no s e cuent a c o n con d. 1c 1ones s~ 

: ,o:::::sas que permitie r a n it.hiblr el c reclm _;_ e ,1 to de l as bacterias si lv e :Hr e,, -

en las condicione s en las que sólo crecieran las Ene . 

Sin embargo , el he cho de que la s velocidades de mutación resultilr a n t un 

.-; :_¿ \ aJos, LlO S vermi;..i~ JeL~L1.1 .. ii11dt Ád lrec.:u e nt.: .i. a ut i iizando p i acas incuba ci ao co n 

ñ SJJ veces más inóculo que aquellas utilizadas para la cuen ta viable. 

?u¿sto que las bacteria s silvestres no pudieron ser elimin adas , se log r a ron 

:' ~= ~ • :as mutantes en las placas con menor dilución en un fondo con ten iendo 

O... c. 5~a c<? rca de 3000 colonias totale s (mutadas y no mu tadas). Est o pudo ser po-

oij:¿, ~ue st o que resultó sencillo dis tinguir la s co lonias blancas (menos c o l~ 

G<?ntro de un fondo con co lon ias l>iis t ante rojas , a dem&s e l tama ño de 

: :. o .:: l onias y lo bien d<?l imitadas que se ob s e rvan a través de un m~cro scopio 
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estereosccpico. De esta manc>ra se di;;t1n¡\u1eron las muu.ntes de las no 1111tadñ 

partiendo de un número t an e l evado de bac terias. 

Por un lado, ésto nos permitió determinar la frecuenc ia para aquellas ce-­

pas que tuvieran frecuencias de mutación de Ene+ a Ene- mucho muy elevadas co~ 

mo ~· brasilense MX2088 y Sp24S pero no para aquella que tuvíera frec uencia -

de mutación menores, tal como ocurrió en A· lipoferum Brl702. 

Los resultados obtenidos no nos permitieron calcular velocidades de mu ~a~~ 

ción sino únicamente frecuencias, dado que para la solución de l a s ecuaciones 

de Lur i a y Delbruck se r equiere el cálculo de curvas teóricas, calculada s con 

el manejo simultáneo de ambas incógnitas y en la actualidad dichas curvas sólo 

se han realizado para velocidades de mutación igual o menor a 10-6 bacteria - ­

por generación y para nuestros resul t ados n·.> existen curvas previamen te ca!cu 

ladas que nos permi t an efectuar dicho anál isis . 

Po r otra parte, queda claro que las mutaciones parecen afectar uno o má s 

gene s plasmídico s ya que las frecuencia s ob tenidas r esultaron indicativas de 

mutaciones ex t racromosomales. En plásmidos las f r ecuenc ias de rearreglos, rei-

t e raciones , i nversiones , delesiones, etc, se presentan con más f recuenc i a d.!!_ 

do que son unidades genómicas más dinámicas,genét i camente hablando, por l a pr~ 

habilidad que tienen de r ecomb i narse y por el hecho de que l a i nf ormación en -

ellas codificada es l a mayor par te de las veces información no v i tal para e l 

crec i miento, división y mantenimiento celular. 

Además e l hecho de que un agente curativo de pláBIRidos co-.o el ' SDS· ·a uaen­

te cons iderablemente la frecuencia de 111.Utación parece favorecer es ta hipót esis 

y po lo tanto la inforaación que codifica para ls difeTenciación morf ogenét i ­

ca de vibrio a f orma-e está dada por I>NA plasa1dico (38). Esto resta por ser~­

corroborado po r patrones el.ectroforéticos, en un trabajo posteri or. 

El hecho de ·que las 11111 t antes Ene- hayan resultado tan o más eficientes que 
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bacterias Ene+ para infectar las raíces de semillas germinadas de trigo, no~ -

permite descartar al proceso morfogenético como importante para la inf·éctividad 

de estos bacterias. Sin embargo, queda aún por demostrarse si las mutantes Ene 

son más susceptibles a medios ambientales poco adecuados nutricionálrnente. Es 

'l>" Y 11r0hA.hle. ~ue como se ha sugerido anteriormente las formas encapsuladas, -

sean una respuesta de las bacterias silvestres a condiciones desfavorables de­

nutrientes y humedad, sobre todo en el nicho ecológico natural tal corno lo es 

el suelo. Estos experimentos quedarían por ser demostrados más adelante. 
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CONCLUS IONES 

Fi nalmente, llegamos a la conclusi6n de que las formas-e no intervienen en 

el proceso de asociac ión a las ra!ces de trigo, al menos durante las etapas i-

niciales de la sociación, muy probablemente la forma-e esté ·re1ac ionada con la 

prot~cc1on a cona1c iones adversas nutric1onales y de humedad. También es impoE_ 

tan te señalar que el detergente SDS según nuestros resul tados, muy probablemeE_ 

te tengan el mismo efecto curativo en Azospiril lum que en el trabajo reporta-

do por Sonste in y col 1972, en nuestro caso el plásmido a islado entre otros es 

probable~ene el encargado de la codificación para la morfogénesis, aunque ésto 

último queda por demost rarse . 

El Rojocongo no funciona como un agente mutagénico que incremente las fre­

cuenc ias de mutación del fenotipo Ene+ al f~notipo Ene-. 

Las mutaciones de Ene+ a Ene- ocurren de manera espontánea a una frecuencia 

muy elevada, al menos en!_. brasilense MX2088 y Sp245, mtentras que ~ • 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-

c i as de mutación entre la cepa ~· lipoferum y !_. brasilense se deba a diferen-

cias genotípicas que estañ relacionadas con el medio en el cual se desarrollan. 

Las velocidades de mutación tampoco pudiron ser calculadas, debido a las -

frecuencias de mutación tan elevadas encontradas en AZosoirillum. 
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