UNIVERSIDAD NACIONAL
AUTONOMA DE MEXICO - " o

Unidad Académica de los Ciclos
Profesionales y de Posgrado del
Colegio de Ciencias y Humanidades

“ENSAYO DOF INFECTIVIDAD DOE Azospirklum brasiense EN
RAICES DE SEMILLAS RECIEN GERMINADAS DE TRIGO"

TESTIS

Que. para obtener el Grado de

Maestria en Investigacién Biomédiea
Bésica

presenta

Marcela Zamudio Maya

TT51S CON
México, D, ¥, | FALLA CE ORIGEM | Sep. 1986




pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



Tur SN0ICK.

IN ﬁ"" ce1on crisesssecrs st

T B v.'.‘.','.'.'.....‘,......1
MAT RS mt"tﬂv\'mm L A X

T Rd AR S A AR A 12
RESUM by PADOS

LIS dRtinzon

BIDLESHLIOBRAPIA



INTRODUCCION

£l nitrdgenoc @3 un elemento fundamental en la estructura y
funcidn de las macromoldculas que constituyen a los seres vivos.

fote el to es abundante en la stmésfera, en el suelo ¥y en el

mar, pero no se encuentra siempre en formas saimiladles para las

plantss ¥y animales.

Los vegetales asimilan compuestos nitrogenados inorgdnicos

del suelo. 108 cuales son transformados & formar parte de consti-
tuyentes celulares como son, entre otros, las proteinss y los
&cidos nucléicos. Las proteinas vegetales son una de las fuentes
principales de alimento para los animales. 81 las formas nitroge-
nadag 1n$r.‘n1cn- utilizadas por 1as plantas no son restituldas
sl suelo, se van perdiendo por pProcesocs como son la desnitrifica-
eidn, lexiviecidn ¥ la cosecha de las plugtuo. 8in embargo, este
puede irse restituyendo con la degradacién continua de or.lnll-;l
muertos ¥ con la produccién de sales de amonio y nitratos por los
microorganismos.

En 1la agricultura la cantidad de nitrégenc que se pierde

al ' cosechsr los cultivos es mis grande Que la que e# restitulda

naturalments, por los que se hisd saria ls inty 18n de
fertilisantes quimicos nitrogenados. 10s cuales han resultado
productos que reguieren del uso de otras fuentes energéticas muy
costosas. De ahi Gue se hayvan buscado formss naturales para
restituir ox'nltr0¢ono del suelo.

En el suslo existen microorganismos que llevan & cado 1la
f1Jacidn del nitrdgeno atmosflérico, 1la cusl consiste en 1la

. .

vtrnnlforuootan del N a NH , el cubl ya es asimilabdble por 1las
2 [}




Plantas.
* .
La transformacién de N & NH e3 llevada a cabo por la
2 3

enzima nitrogenasa Qque Se encuentra presente en este tipo de

microorganismos fijesdores de N . De 108 cuales existen algunos
como son: Klsbsiella. umm:m. Cloatridius, EBhodospirillus,
A2Q8pAPiliug. Que son organismos qQue fijen nitrédgeno en vide
.uhn: ¥ Anizabium, Anabasus asallas y slgunos sctinomicetes que
fijan nitrégenc cuando se encuentran en simblosis con ociertas
plantas (9).

La {inoculacién con microorganismos fijadores de nitrégenoc
atmosférico simbidticamente, tales como BRiZAhiLE en leguminosas
¥ ectinomicetes en Arboles, aumenta ls p:;ocucctOn del cultivo
dindole a 1s plants 1a meyor parte de sus requerimientos de
nitrégenc ¥y por lo tanto reduciendo ls necesidad de urtuum__\tol
nitrogenados wmuy caros. En estos casos, les dacteriss infecten y
proliferan dentro del tejido de 1a ralz, evitando aesi e
compatencia por nutrientes con otros microorganismos de
ehisosfers.

En cualquier medic ambiente planta-euelo existe una podla-
cidn particular de microflora, la cuasl es seleccionsda o enrique-
cide por 108 compuestos excretados por 1ss raices que sirven como
fuentes de carbono ¥ energis para 1os microorgsninmus. €1 luger,
densidad y composicidn de estas poblaciones cambia constantemente
dependiendo del estsdo de dasarrollo de la planta, de la prafun-
d41dad de la valz, de 1a humedsd del suelo, del flujo dtnrcnch:l
de fotosintator hacia 1la raiz durante 1os periodos de 1lus ¥
obscuridad, y otros factores (31). Un ejemplo de dsto,es el caso

de lac bacteriss del genero Rhizchium que ses encuentran en 1



mayoris de loa suelos. La cantidad de éstas, as! como 1las
uspeclen encontradas, dependen tinto del medio ambiente bidtico ¥

abidtico del suaelo como de 1a especie de leguninosa que se

desarrolla en estos suelos y de si es cultivada o silvestre (2).

En ls rhizosfera de raices de pastoe forrajeros y cereales
ae encuentran bacterias diazotrdficsc o fijadoras de nitrégenc
como Azotahacter paspall. Campxlobacter sp.. BAalisxingkis ¥
microaerofilicos del tipo de Pesudomonas.

Aailapinckia se encuentra enriquecida en la rhizosfers de
cafis de ezdcer en comparacidn con otros wmicroorganicmos ¥y en
comparacidn con otros pastos (34).

PASCALUE DOtAtUN ¥ EDrasrostis LArruUEANQdA SOn pactos para
108 cualas  existe evidencia, aparte del onrtqqoctntonta de
ciertos microorganismos, de fijacidn de nitrdgenc asociade  con
Azatabagtar (38). .

Pero aeparte de estas asociaciones, no existe ningédn
reporte sobre un alto grado de especificidad en asociaciones de
pastos forrajeros o cereales con bacterias diAiotpOfAen..

Experimentos de campo que se han llevado a cabo en Israel
(30, 32, 37) han demostrado que la i{noculacién con Azaspiprillum
resylts en un sumento en el rendimiento de la cosecha de trigo:
I;h embargo, en lugares como Florids y Wisconsin en Estados
Unidos (9. 80) no se ubservé ningdn beneficic con la inoculacidn.
debido probablemente a la diferencis en las condiciones
smbicntaler del suelo.

L;l ceresles y pastos forrajeros son plantas nuy

importante: pars el homdre, tanto pars su propic consSumO CcOMO




para alimento de los animalea Que consume,

Se ha postulado que la fijacién biolégica de nitrdgeno por
Azogeirillum en asociacién con las raices puede contribuir en
cantidades significativas de nitrdgeno & la planta. Y, desde
luegod, se ha detectado mayor actividad de fijacién de nitrégeno
(30, 37)., medida por el ensayo de reduceidn de acetileno, en
Plantas inoculadas que en controles no-inoculados.

Se ha podido observar Que esa actividad de fijacién qo
nitrdgeno es mayor durante la etapa de floracidn de la planta ¥
bajo condiciones .de temperaturas asltas ¥y humedad adecusda del
suelo (18, 19, 32). 3in emdargo., ls incudbacidn de plantae en uns
atmdefera de N (un 4eétopo estadle) u:;‘ndou por ls

inecorporacidn tbehtcn de dilucidn del iedtopc N demastrd que

. solamente una pequeits proporeiédn del nitrdgeno aparentemente

fi3ado fue incorporado a la plenta (31).
Las mediciones antes mencionadas han demoatrado que 1a
fiJacién Dbiolégica del nitrégeno por las asocieciones

Azpapirilius-ratiz en el csmpo contribuyen con algo de nitrégeno a

-lol pastos forrajercs y cersales de verano y al suelo que en i

Y8 - @8 un fendmeno Positivo. Sin embargo, la verscidad de les

mediciones permanece en controversia.

La inoculacién de raices de mais, trigo., sorgo y otros
Pastos con ARGABAEALLUN WueStra un efecto muy mercado en la
xc;ncltud ¥ en el drea de superficie de la rais. Los oioceu
varien con 1las concentraciones del 1inéculo y condiciones
embientales (19, 32).

se ha demostrado que 1las plantas inoculedas eon

Azqapirillus toman minerales como N, P, ¥ K de una soluciédn s uns



velocidad mayor que los controles y consecuentemente, plantas
inoculadas en el campo ;cumulan :;cso geco, N, P ¥ K en sus tallos
¥ hojas a una velocided también mds alta (23, 32, 34).

La inoculacidn con Azospirillum beneficia el crecimento de
1s planta y auments la produccidn de pastos forrnacrgl ¥ granos
mejorando principalmente el desarrollo de la raiz y la toms de
nutrientes del suelo, ya que la contribucidn potencisl de 1la
fijecidn biolégica de nitrégenc pars mejorar el rendimiento es
mds pequefia que la esperada (31).

Se estima que solamente el 30X del fertilizante
nitrogenado aplicado es utilizado por las plantss (32), 1a mayor
perte de 10 que queds Se pierde por desnitrificacidn o se leva
con las lluvias o el riego: de ahi ls importancie de Azaspirillum
para promover el uso mis eficiente del fertilizante aplicado «Q
enriquecer el suelo con nitrdgeno fijado en su asociacidn con 1l
realz, . .
risiologia de Asaspirillum.-

ARQARLIrillum es una bacteria que fija nitrégeno en vida
1ibre ¥ fue originalmente aislada de la rhiszosfers de un pasto
tropical Dizitaria dacumbens (82). Posteriormente, ee le hs
ancontrado en la rhizosfers de otras gramineas como son los
pastos forrajeros, maiz, trigo, cafia de szdcer y sorgo.

Exieten tres wspecies de Azasnirillium descritas hasta e}
momentc. las cusles son: A.brasilsnas, AJipofarus v A.ANASONADSR
(28, 32, 82). Las tres difieren fisioldgicamente y entre las
diferencias [TV D;‘ﬂﬂl!nlntls nos encontramos econ  que

A DEASLlangn €8 una bacteria protédtrofa ¥ no utilita glucosa como



fuente de cardono, mientras que A linaferus ..- auxbtrofs de
blotine ¥ 81 wutiliza glucosa como fuente de cerdono ¥
A-SBALODADSS o8 tambidn euxétrofa de biotins ¥, s diferencis . de
1as otras dos, utiliza edemis sacarosa como fuente de Carbdono.’

En nuestro cesoc en particular, 10 que =ls nos he .
interessdo es A.DRASLLIADES., 18 cuUSl &8 Una bacteris gram negativa
en forea vibroide con un flasgelo polar cusndo se cultiva en un
medtio 1liquido. Utilisa como fuente de carbono Acidos orghnicos -
como son los Aoidos ldctico, pirtvico, milieo y susotntes, ¥ ' .
asdcares como son: gslactoss, arabinoss, fructoss y glueonato. Bs )
una bacteria que presenta quimiotdxis hacia Acidos or_unnoi.‘
aninoleidos ¥ slgunoce estesres (6). Tamdidn presenta unt‘u“
(35), eo onunniunmo uennn!uiét. duses uttv.ohtd, :
sondisiones micreserddices 'y duomili una nlhuh v e
anctuonto por dedajo de la superficie de un -ulo ouun“o
suange 'o culttvo bajo eondiciones de n:uun ée  nitrdgene. '
Cusnde 8@ eultivan en .cajes petri en medie rice’ sbltde se
desarvellian colonias de eclor rosa ¥ eon uns superfietie dura 'v‘
8008 despude de varies dias de inoudseidn. Bn ouluvu»-uqu“ﬁ '
eon medio minime, Princivalments utilissnde fructess eome fuente
6o esrbone y mitrate (WO -) cone fuente de nitrégene o elerte
donsidgad épties ¢ omuzonto. o0 empiesan c foruer “”.“?-_
eeluleres eonccides come "flees” o formes "C" (38). Ovservedes &)
mioroscopio éptico de contraste de fases se ven como sgregedos de
edlulas refringentes emdebides en une BAtPris extreselular.

Su ereeimiente “tt- 80 encuentra on un renge do
temperaturas ¢e 30 & 37 C ¥ e o de 6.8 & 7.2 (28, ). :

Come muehes otres Microorganionss que se assesion e slentas



S
produce  hormonas ' vegetalac como  son! las giderelinss,
citoquininas ¥ suxinas (83). ‘
Le f1ijacién de nitrégenc se lleva a cabo bajo condiciones

“ nnienn parciales bajas de oxigeno (0.005-0,007 atm.). Su

nicee .e tra suy poco protegide al dafio con oxigeno.
Cuando se ocultiva con fuentes de nitrdgeno como NN * son
tipicamente aerédbicos. Bajo condicionas anasrdbicas u:unm
nitrato como el eceptor final de electrones (9, 28, 30).

Pueden liever & cado la mayoria de 1las reacciones

transt doras de nitrd qQue ocurren en el suelc, como aon:
. .

£4Je04én de N ., asimilacién de WM ¥ NO -. mineralisacién de
nitrédganc orct:téo v di-nttrtttooea:n (9, :x. 30). ' .

La presencia de N : reprime completamente ls fijaoién de
N o la eativided de u‘ ensima nitrogenass. Ls sdieién de
.:tunum sulfoximina (MS) & cultivos que crecen en presencis de

*

W  desreprime la sintesis de 1 aitrogenasa (28).
] )

Sn econdicienes limitantes de nitrégene, el .WE [ 1]
L 2

ineerpors & moléculas orghnices através de 1la via G8-G0GAT

(Glutamino 81 - Glu ). Wientras que on altas
coneentractenss do NN  ie GON (Glutamete Deshidrogensss) ee mis
sssiva (28). '

Asoeiecién de W & raices de gramineas. -

S8 han alsledo baeterias de raicen de Pastos
(esterilizadas superficisimente), ¥ las mis cominmente aisladas
¢s portes C-8 como mair ¥ sorge pertencsen a la ‘nmu
Auinafarum. mientras que las sislades de pestos C-3 eemo Srige

pertenscen & 1e especie de A.hracilansa (38). ¥ en embos- Sipes



de plantas predominan las cepss resistentes a estreptomicina

r
(Sm ) ¥ las nir (que no producen nitrito reductass, es decir que

no reducen el NO aN) (3). Estas diferencias de cepas
encontradas aop.nai.ndo :o 81 el pasto es C-) o C-4 ocurrierdn
adn donde habla otras especies mas comunes en el suslo. de ahd
que se ha sugerido que el fendmeno podria ser uns forma de
seleccidn para la uoet-ctéﬁ Planta- bacteria. Ademids estas
preferencias se observarén en regiones tropicales ¥y subtropicales
¥ no en regiones templadas.

Recientemente se ha definido el reconocimiento celular
como un paso inicisl en ls comunicacién célula-célula resultendo
de 4sta una respuesta bioquimica, fistolégica o morfoldgieca.

Un ejemplo de ésto es la especificidad mostrada en 1la
asociscién leguminoss-Ahizabium implica una ‘asociacién fleice
sntre el microsimbionte ¥ la superficie de la raie del hospedaro.
Un alto grado de especificidad en el reconocimiento debe existir
con [ 2 fin de que Tresulte en un proceso infective ¥
aonoaeuontmnlto en el desarrollo del nédulo.

La bscteria se une a la planta por un polo, @8 docu?. con
el eje mayor de la bacteris perpendicular sl rhizoplanc (1). La
adsorcidn ocur.u en pelos radiculares y en ccxui-- .vopladnic.s.
sl cowo, en clertas otras superficies. BEste tipo de adsoreidn
voler ha sido reportada para diferentes especies de Rhizauium con
su plants huesped como son:  R.iasondcun.  R.ASRURANSATUN.
Lmalllati, R.trifalil, ¥ Rhizabium epp.. )

Se han encontrado que a oafol polos se le unon,_gnctouor;ol
fluorescentes ¥ lectines, por lo que se 1a he nrlbu‘ldo 1a unién

de Ahisohiul & la superfictie de 1a rais a les lcetinas presentes



especificas preducld.-' por la planta (8). Desde entonces hen
sparecido una gran cantidad de datos de 1la correlacién entre
infectividad y la unidn lectina-Rizobiup asi como, otros reportan
unién no-especifica. Hasta el momento no ha eido reportado Que
existan interacciones sup.y!tcillnl de los tipos involucrados en
Bhigobium en el reconocimiento de diferentes especies ¥y cepss de
Azaspirillium.

Se ha observado que 1las células de Azgspirillum ee
adhieren a un msterial granular de 10s pelos radiculares y & une
fibrilar en 1la’ superficie de las células epidérmicas (&4)1
mientras Qque muy Pocas bncc;rian se adhieren s superficies de
células no-diferenciedas © en ralces latersles emergenten.
También se ha odbservado que se adhieren muy pocas bacterias a los
pelos radiculares cusndo les rsices fuerdn crecides en una
loluctén hidropénica (Feshresus) suplementsda con Klo SmM (ll);
10 ' mismo que se observd en la adherencia de l.;gxxn;&x s  Paices
..de trébol. Parece aser que el I(No3 inhibe 18 sparicién de ece

material granulsr en 108 pelos radiculares. La adherencia s los

- . pelos radiculares de "pearl millet" (pasto forrajero), pero no &

las células epidérmicas, fue promovids al preincubar las céiulas
de A.brasilsnss con el exudado de rais de este pasto.

In  los ensayos anteriores se sugirid 1ls presencis de
lectinas que promueven la ;ﬁnoroneio ¥a que los  asutoras
encontrarén una sustancia en el exudado de raiz que ss une &
Azqapirilium ¥ promuave 1a adherencis selectiva s pelos
radiculares, que es sensible a3 proteasas ¥ ncydiull:-blo.

Conh ayuda del microscopio 4ptico de contpracte de fases ee




encontrarédn las células de Azaapirillus adheridas & 108 pelos
rediculares de trigo i se observarédn diferencias fundamentales en
la adherencia de las cepar Sp7 (aislada de 1la rhizosfera de
Digitaris dscumbena) ¥ Sp245 ( aislada del interior de raices de
trige) de A.hrasilanas & las ralces de trigo (15). Las células de
la cepa hetrdloga Sp7 se adhirierdn en mayor ndmero que las de la
cepa homdloga Sp245 a o8 volc-. radiculares ¥ las célules )
epidérmicas de lae raices de trigo. La adherancis mis alta de la

cepa heterdlogs Sp7 ¥ la adherencis mis baja de la ceps homblogs '

8p245 »r dan el tamiento de 1la interaccidn patégeno-
planta con cepas no-virulentas y virulentas. En donde el no;
virulento es reconocido e inmodilizado en la superficie de la
rafz, mientras que el patégeno virulento evade el neoﬁoelﬂ.nto
¥ adherencia dejdndole libre pars la 1nr-ca1l6n.

Ls 1inoculacién de plantss de trébol crecidas axénicamante
con fluidos de cultivos libres de células de cepss ho.él‘onl .de
Ratrifalili © de suspansiones de células de cultivo  en elant
provocd 1a deformacién de los pelos radiculares ¥y oitu.
deformaciones han eido descritas como dobladas, bifurcedes,
Modersdamente enrrolladas, helicoidsies, bulbosas y espatuladas
(10, ,

La inoculacién de raices de trigo con Annj.u;u.nl
hrasilanga tambidn 11;duc- la deformacién de 1los pelos
radiculares, solamente que son principalmente dgel tipo de
bifurcscién ¥ se ha podidc observar que las cepas homdloges de
Sp243 ¥ Sp107 producen mayor ndmero de bifurcscionss o

comparacién con las no-homdlogas Sp?7 y Sp242 (13).

Las v Que sarcn mayor némerc de bifurceciones en

10



expearimentos llevados a cabo en el labdboratorio también provocaron
un  aumento mayor en el contontao de nitrdgenoc en un experimento
de campo llevado a cabo por ncpqéado.

La interaccidn Azospirillum-pastos no produce estructuras

visibles en 1las raices, como en el casc del nddulo en la
acociacién Rhizobium-leguminosa.

La inoculacién de Zaa maus (maiz) con A.brasilsnsa cepas
heterdlogas Cd o Sp7 promovid el sumento de ab.crctdn de NO .'K.
¥ H PO (30-50% sobre los controles) dentro de los .ac-ont:- de
rll:a d:-publ de 2, 3 ¥y & semanss de inoculadas. Cortes
transversales de estas raices revelardn cambios en el arreglo
celular en las 4-5 capas de células de la cortesga, probadlemente
sumentando 1la superficie activamente involucrads en la absorcién
de iones (23,32).

Se sabe que ARGARIFrilluw.’ produce poligslacturonasas 'y
pectinasas, las cusles se cree pirttclpcn suavizando 1a 1ldmina
media de 188 células del tejido epidermico facilitando asi . 1a
absorcién de mineralea, ademis de que quizds le permitan penetrar

& los espacios intercelularss de los tejidos de la corteza de la
rais, ¥a que por wmedio de microscopia Optica, de
inmunofluorescencia ¥ electrénica ee han podido odbserver células
de AZ0apirullum en estos espacios intercelulares, en ls lémine
medis, en xilems ¥ stele (7). '

A.hrasilansae produce hormonas vegetales como soni
siberelinas, citoquinines ¥ suxinas (43). Estas sustancias que
laz plantas producen normslmente aeayudan & su desarrollo V¥

crecimiento. Como hablamos dicho anteriormente., Azoacirillum

11



promueve el crecimiento de la raiz, asumento en el némero de
raices latersles ¥ pelos rediculares; ¥ como plantas de “pearl
millet"™ inoculadas con estas hormonss resultaron con el miemo
efecto, parece probsble que estas hormonas vegetales producidss
por Azqspirillum ¥ las gramineas, ¥ Que en ocasiones parece haber
una especificidad de asociacidn entre dstas: sin embargo. adn no
se sabe qud tan especifice es la asocilaciln, o si solamente ee
debe & que por las condiciones bidticas y abidticas del luger en
61 momento en que se hicieron 108 experimentos favoracieron lt
asociecidn de ARQARLFrLJIUE SODTe 108 Otros microorgsnismos dql.
susioc con las gramineas y que quisds el las condiciones fueran
otras, otro microorganismo hubiera sido el favorecido. De shi que
nosotros decidiéramos estudiasr la noctocun.onén Asnapirdllius ¥
gramineas al nivel de la interaccidén bacteria-planta para IIDQP.
que estd sucediendo y qué condiciones son .188 necessriss pars que

ests asociacidn sea efectivas.

Como hadbiamos 1 do an 4 rte pars que exiets una

asociacidn especifica, es de esperarse ques exista una

comunicacién entre el é v el h idero, ¥ qQue como paso
inicial exista un reconocimiento celuler: el cual se hs ocbservado
Qe en bacterias como Agrahbsoterius ¥ Rbisabium se . encuentra
representado por 1a adnerencis de sus células a las céiulas de
los tejidos vegetales que infectan. Bs por esto, que decidimos
comenser estudisndo la adherencis de Alaspirilium bhrasilenss n
las rafces de trigo, las condicionas en 1ss que e lleva & q;pé 1 4

por ®Wedic de competenciss con otros microorganismos, determiner

sl Osts es.especifics y se tra relacionada con el 'pmgio

de infeccidn.

12
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MATERIAL Y METODOS.

Cepas bacterianas. -

Las cepss de Azaapirillium fuerdn odbtenidas de: Sp7 de
American Type Culture Collection (ATCC29145), Sp245 fud don“c
por el Dr. David Patriquin. Las ceprss Sp7wl y Sp245w fuerédn

aisladas como mutantes pontd que prod coloniss blances

en un medio con rojo congo y carecen de ls capacidad de producir
formas "C" (l.'nc-). Azoanirillus linafarum Br1702 y la cepa Cd6117
A.Dxasilansa fuerdn donadas por el Dr. Krieg.

Les cepes de R.malilati TALISO ¥ RLASSUBINGAATUN TAL63S
fuerdn donsdas por Jake Halliday, ¥ ies cepas de R IaBoDiouE 383,
R.8ha88011 RCR36MM ¥ R.trifolil 2063 por Marold M. Keyrer.

Las semillas de trigo cultivar Zacatecas VT-78 fuerdn
obtenidas de Pronase. .
Nedios de cultivo.-

Medio Rico.- Medio LC: 10s. de bsctotriptons, 5 g. de
axtrecto de levadurs, 5g. de NaCl por litro.

Madio Rojo Congo (RC).- 0.58. de K NPO , 0.28. de
Mg80 .78 O, 0.1g. de NaCl, 0.5g. de extracto do'l..v:dul-n. 0.015%g.
do FOC J6H 0. %e. de Motdo DL miiieo, &.8s. de KON, 13e1. de
umcu: doaroso congo 1:400 por 1litro.

Solucidn Fahreaus (12).- 0.18. de CaCl .# O, 0.12s. de
ICIO -7! Oy, 0.18. de Kll ro v 0.358. de Na :roz. 0.00%g. de
cttnto n"l.eo por 1itro co n 0. : 1

Medio PY.- 5g. ‘de popc:n. de caseins, ' 3g. de extracto de
levadurs por litro y t‘.f.'l‘z Tmn,

FNF.- 5g. de fructosa, 8g. de K NPO , 4g. de KN PO , 2
2 s a s
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ml. de MgSO .7TH O al 10X, 1 ml. de NaCl al 10X, 2ml. de
4 2 :

CeCl .2H O al 1X, 2 ml. de solucidén de micronutrientes, 2 ml. de

2 .
azul de bromotimol &l 0.5X en KOH 0.2N, 0.0005g. de FeSO , 4.5g.

[}
de KOH, 1 ml. de solucidn de vitaminas.
Solucién de micronutrientes.- 0.2g. de Na MoO .2H O, 0.235g. de
. 2 L 2
MnSO .M O, ©.28g. de H BO , 0.008g. de CuSO .5H O, 0.024g. de
a4 2 3 3 [} 2
2nS0 .7H O en 200 ml. de H O.
4 2 2
Solucidn de vitaminas.- 10mg de biotina, 20mg. de piridoxsl.HCl
en 100 mi. de H O.
2

l-t‘rut:nibn ¥ germinacidn de las semillas de trigo.-

Las semillas de trigo se lavardn una vez durante un minuto
en  alcohol etilico al 70X ¥ 3 veces con agus destilads estéril y
ae dejarén durante 20 min., en una solucién de blanquesdor
conr}:tul (Cloralex) al 10X, se lavardn & vaces coh agua ¥ en la
Altima lavada se dejardn 2 hrs. en agua, despuds se pasarén a
: °

‘cajas de petri con agar al 1% y se incubarén a 30 C en

ovsecuridad,

Ensayo de 1la cuantificacidn de la adherencia.-

Les bacteriss. se cultivardn en medio rico (ARosbirillus en
medio. LC vy Bhizobium en PY) hasta 43 unidades Klett (ax:o.
bacteriss/ml.), se eonﬁ-uucnén 'y lavardn 2 veces con solucidn
Fahreaus. Se tomarén semillas germinadas durante &8 nre. con
rajices de iproxlmndmonte 2 cm. de largo, se colocardn en
|matraces -con 25 ml. de solucidén Fehreaus y se inocnllﬂn con

0.iml. de la suspensiln de bacterias.. Se incudbarén en agitacidn

14



B o
lents (60 r.p.m.) & 30 C durante 2 hrs.; se lavardn con 1a mismas

solucidn Fahreaus 4 veces., incubando durante 15 min. en agitacidn
répids (300 r.p.m.) en cada lavada. Partiendo de la base de 1s
raiz, sa cortardn fragmentos de 1 cm. ¥y se homogenizarén en
tubos de Poter-Elveihen. Seo hicierdn diluciones y se plnquoqrbn

o
en cajss de medio rico y rojo . Se 4 barén s 30 C durante

48 nhrs. ¥y se determind el ndmero de cuentas viables Qque
corresponde al ndmerc de bacteriss que permsnecierdn adheridas

despuds de las lavadas en agitacién rdpida.

Ensayo de cusntificacidn del ndmero de deformsciones de los pelos
radiculares. -

Se tomardn eemillas con 24hrs. en germinecidn, [ L]
colocerdn en cajas de solucidn Fahresus con ager L 0.33%, es
inoculerdn  con z.oxxo7 bacterias en fase oxpononcill dae
crecimiento previamente lavadas en solucién Fahreaus. Se
incubardn e 30 °c durante 24 hrs.. Se cortardn fragmentos de 3
cm. de rais en la sons de elongacién de 108 pelos r;dlcul.rol. (L]
observardn al = microscopic ¥ se cuantificardn los pelos
radiculares bifurcados en ambos 1ados de la relz en un solo

plano.

Obtencidn de Formes "C". - )

Sobre cajas de FNF se colocd papsl celofén provtn-onc‘
tratade con scetons, lavado con agus bidestilada y esterilissdo,
lo>tnoeu10r6n eon 0.1.-‘. de una suspensién de Dl;‘.rlll on fase
estacionsris de crecimiento, se extendierdn iobro el papel

°
celofén ¥y se incubardn & 30 C. Despuds de 72 hra. e tomd el

15



papsl celofdn y se colocd en solucidn Fshreaus para resuspender
los agregados de 1las formss encapsuladss de AzosSpirillium

brasilanse.
Cuantificaciln de la sctividsd de reduccidn de acetileno.-

Pars la wmedicidn de ARA de las formes vibroides de
AsQspirillium se cultivardn cepas en tubos de vidrio de 13X100 mm.
con 8 ml. de medioc semisdlido (ager 0.25X) PNF o NPD & 30 ‘c
durante 48 hrs.. Las formas "C" se obtuvierdn como se menciond
snteriormente, ¥y el pepel celofdn se enrolld y se pasd & 1los
tubos de vidrio de 13X100 mm. con tapén de hule. A 108 tubos se
les inyectd 10X de scetileno (1116 micromolas), se tncnbnoh e 30
°

C durante 1 hr., ¥ se cusntificé 1la reduccidn de scetileno a

etilenc sn un cromatdgrafo de gases.

Cuantificecidén de protelnaas.-

Se siguid el método modificado de Lowry (34).

Mutsgénesis de Azoapirillium con TnS. - K

Para 1a obtencidn de mutantes resistentes a kanamicina
(Kmr) utilizamos un bacteridfage de E.cgll P CmrKar .  conatruido
1

en el laboratorio y que funciona como un vehicule suicids en
Azaapirilium m.m ¥ las mutantes se obtienen por
transposicidn del Tns. ‘

Las bacterias de Agzascirilium se cultiverdn en medio Lurie
hasts 80 unidades Klett, se centrifugerdén v resuspendierdn on 1

ml. de Luris, se sgregd I ml. de la oﬁxuetan de e.xelﬁ ¥ magnesio
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(MgsSo 0.03M y CaCl 0.015M) y 1 ml. de Luria + fago a uns
multiglictdAd de l:l.zlsta mezcla se incubd a 30 °c sin agitacién
durante 90 min.. Se contrlfusd ¥ resuapendid diluyendo 1:10 en
Luria. Despuds de 12 hrs. de dejsrse expresando se le agregd

kenemicine {30 microgramos/ml. ), se dejd crecer haata

exponancial, ‘se lavarén las céiulas 2 ¥V se T dierén
en wmedioc minimo (PFNF) con NN C1 (48mM) ¥y kanamicina (30
microgramosiml.). Se incubarédn en :gttnetOn s 30 °c ¥ una vet Qque
alcanzsrén 1la fase exponencial de crecimiento, se hicierdn
diluciones ¥ se plaqueardn sobre cajas de FNF + NH Cl + Km para
obtener colonias aisladas. A las mutantes se les h::é la pruebda
Gel color de 1la colonis sobrs medic AC ¥ la formacidn de  1la

pelicula en condiciones de fijacidn de nitrdgenc en medio

semisélido pera checar que no fuersn contaminantes.
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RESULTADOS.

Ensayo cusntitativo de la sdherencis de Azgapirillum brasilenss &
las raices de trigo.-

Un paso importante para poder estudier ls infectividad de v
A.brasilanss’ en las raices de trigo es estsblecer un ensayo ‘quo
nos permits cuantificar 1los pardmatros de las variables Jque
pudieran estar rigiendo dicha infectividad.

81 suponemos Que la adherencia de AzaaARirillium & 18 raiz es
un pardmetro importante pera la infectividad., entonces resulte
necesaria 1la ouantificacidn de ésta. asi como, estudiar las
variablea que rigen la adherencia.

Para estudiar la sdsorcidn o adherencia de ASradASIATILG
umagaciana & tejidos de papa (20) ¥ de AbLzchium ¥ ARGSORAGKAr &
raices de cereales (39) se hs utilizado un ensayo que coneiste en -

poner en contacto 1as bacterias con el tejido al cusl se Jquiere

estudtier 1la eidn ¥y desp de oierto tiempo lavar
-vigorosamente para eliminar 1as bacterias que nho permanscierdn
sdheridas al tejido y cuantificar las bacteriss edheridas, va sea
por un mltodo directo con ayuds del microscopio éptico o uno
-indirecto cuantificendo célules viadles o utilisando océlulas
marcadas radicactivamente. ‘ )

Pars la cuantificacidn de les baateriss adheridas a 1
rais nosotros utilisemos un mdtodo indirecto (descrito en
Naterial ¥y Métcdos) que consiste en la homogenizacién de 1 cm. &
ralz de trigo. hacer diluciones y plagquear en medios complejos y
selectivos para determinar el némeroc de eflulas bacterianss per

em. de rais.
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Utilizando dicha metodologla procedimos a estudiar los
efectos de distintas variables sobre 1a adherencia de
A.brasilsnas a 1a raiz de trigo..

Cindtics de Adherencia. -

Se utilizarén distintos tiempos de incubacidn de 1les
bacterias (106 bscteries/ml.) con ls ralz (10, 30, 60, 90, 120 ¥
240 nl;n.) ¥ se puede observar en la figura i que & partir de 1los
60 min. se alcansd un nivel de saturacién de 10. bacterias/cm. de
reis. Lo que indica que & los 60 min. podemos observar un miximo
de célules adheridas & 1la rairz pars el ndmero de cdlulae
inoculadas de 106 baot.rtn-/nl. ¥ que este nimero no sumentd con
el tiempo, cuando menos 'nnn las & hrs. que duréd el ensayo.
Efecto del pH.-

Pars poder observar si existia slgun efecto del pM eobre
1a adherencia, utilizamos ls wisma solucién Pahreaus a d;ltl.nt;l
pNs, utilisando 1os buffers adecusdos para csda pR (Tabla 1),
para evitar la variacidn de pH durante el ensayo.

Como . podemos observar en la figura 2, existe un punto
sdximo de adherencia, el cusl se encuentra en el rango de pHé e
PN7. A PR Acido menor que & o slcalino -a;vor que 7, el némero de
bacteriss que se adhieren & la rais disminuye significativamente.
10 Que oucuf. 1a existencia de un: pH Sptimo para la adherencia.
Efecto de cationes divalentes sobre la adherencis. -

La adherencia de algunas bacterias como R.Lrifalll o
relces de trébol ¥ R.fluorascans s raices de ribdeno l.. promusve

*e
por 1la presencia de cationes divalentes como son el Ce y e}
.o . :

ng (16).

Por analogia con estos sistemas, quisimos probdar i la .PA
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Tabla 1.- Efecto del pH sobre la adherencia de A.brasilansa Sp24%
a raices de trigo.

%8 X de Adherencias g da

Buffer
utilizedo
. (0.01M) c¢la.
Citrato . %8
Citrato 6.0
N.E.8. 6.9
Fosfatos 7.0
N.C.P.E.8. 7.5
Tris 8.0

separado.

PH del medio
para adheren-

# de bacterias X de Adherencia

sdheridas/cm.

de rafz.®
3

1.20X%10 0.012
L]

1.32X%10 0.132
]

1.20X10 0.120
]

1.10X10 0.110
3

1.20X10 0.012

0.0 0.00

# de bacterias inoculadas = 1.0X107

Tabla 2.~ Efecto de algunas sales acdre 1la asdherencis

soluecién Fanhreaus

-

CaCa
2
MgC)
K
Citrato férrico
imM EDTA

imM EGTA

-%  Los datos loﬁ el resultado del promedio de 3 experimentos

as ralz X

bagtarias adbaridas/cm.
© # de bacteriss inoculadas

Sp243% a raices de trigo.

# de bacteriss
adheridas/cm. de

ralz.®
.
3.0X10

]
1.3X10
.
2.9X10
]
2.0X10
) 2

4. 0X10

6.0%10

de bacteriss inoculadas ¢ 1.0X10
Promedio del resultado odbtenido en 3 raices.
o8 x de Adherencia » g da
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bactarias adharidas
# de bacterias incculedas

% de Adherencias

0.1%0
0.100
0.120
0.100
0.002

0.002

X 100

por

100

de



adherencia de A;ﬁkllilanls es dependiente de cationes divalentes
para 1o cual utilizemos 1la ‘misms solucién Fahreaus pars
cuantificar ls adherencia, solamente que ahora con ls ausencia de
iones c... ; de iones n.“. Aunque el ndmero de bacteriass
adheridas disminuye en 1la ausencia de c.‘. (Tabla 2) esta
disminucidn no parece ser significativae, por lo gue decidimos
usar agentes quelantes como son el EDTA y el EGTA en caso de que
hubiera cationes divslantes asociados & 1a reir que fueran
solubilicados en el medio de 1nou§nctén (Tabla 2). E1 ndmero de
bacteriss sdheridas disminuyé significativamente sl agregar los
agentes qu.l.nénl. 10 qQue sugiere un papel importante de 1los

cationes en la adherencia.

Tamafio del tndculo.-

A concentraciones de 10o [ 10s cblulas/ml. (21g. 3) e
nimero de bacterias adheridas a la raiz de trigo depende de 1a
concentracidn - inoculads de bacterise, sin  embargo, [
concentraciones mayores se observs una saturacién de adherencis,
donde por mAs que se asumente 1la concentraaién de células
suspendidas en el medio el ndmero de bacterias adheridss o
adsorbidas no aumenta, 10 que sugiere la existencia de un nédmerc
easpecifico de eitios de unidn.

Cuando 1a suspensisn de bacterias en oqutltbvto con la
ralz de trigo fuerén diiuidas de 107 e 106. de 10 ) xo’ © de 105
a 10. células/ml. (Tabla 3), hubbd uns reduccidn coinecidente aon
el nimerc de bacteriau adheridas & la raiz. Estos datos sugieren
sus 1la adnerencia de las bacteries & la raiz es rovcrlgblo ¥

dependiente de la concentracidn de éstas en la suspensidn cusndo
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Tabla 3.~ Reversibilided de la adherencia de A.brasilanss Sp24S o
las ratces de trigo.

# inicial de bacteriss # final de bacterias

Indculo adheridas/cm. Indculo adheridas/on.
(cel./ml.) de reiz. (cel./al.) de rais.
7 ] 6 [}
7.4X20 2.4X10 7.4X0 5.8X10
6 4 5 [
7.48X10 5.8X10 7.4X10 2.6x10
5 L3 L] 3
7.48%10 1.5X10 7.48X10 2.7X10
[} 3 3 3
7.4X10 2.5X10 7.4X20 3.2X10
k4 5 6 ]
2.0410 1.3X10 2.0X10 8.1X20
6 . [} 5 [}
2.0X10 6.1X10 2,0X10 1.0%10
5 4 4 3
2.0X10 4.0X10 2.0X10 8.2X10
o 3 3 3
2.0X10 8. 2x10 2.0X10 8,3%X30
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FIG. 4.~ Microgrofic electronica de burvh‘lo de A brosiienss Sp 245 odhetlda a Jos
radiculares (a) y tas celulas epidermicas {5) de ta roiz da trigo (7500

25

pelos



(BACTENAS ADMENIOAS )
L, ]
°

/

(SACTERIAS LIGAEZS EN SUSPENSION )
#18.9-0rdtieas do suatre isstermen do b=
soreida -

. » B Longmuie ,

C. Loy do Nenty 0. Tomain

o't
PR
w*}
cs/Ce x & Goporader
ot » Cosntihootes
= ]
» 4+ (4
)
K]
W w et e 0t W

8.4 Criterie  quo ootabiens o velldes & o~
Woterma ds Langmale Co/Ce % Co.



4 ?
menos para el rango de 10 a 10 cédlulss/ml. y con 90 min. de

incubacién.

54 observamos 1la figura 4 podemos ver que las odélules
bacteriana® de Azoapirillium Lrasilsnse se achieren a las células
epidérmicas de 1las raices de trigo en monocapas ¥y que 1la
adherencia es preferencialmente en estas células ¥y no en 1los

' pelos radiculares de éstas.

La adsorcidn o adherencias de A.braillauss (S5p2835) » xn‘
raices de trigo en un medic hidropénico puede ser enalizeda en
términos de un modelo de equilibrio dindmico como son 1las
fsotermas de adsorcidn de gases. Las graficas de las cuales se
sncuentran representadas en la fig. 5. 51 comparamos la figura 'y
con las grificas de la figurs 3, podemos observar que la curva '«A
l1a figure 3 ee asemejs Mucho a la curve de 1la isoterma de
Lengmutir (fig. 35B), Por 10 que decidimos hacer el cnlu.ﬁ
matemdtico para comprobar si es viAlida nuestrs suposicién de que
la adherencis de A.brasilanie a las raices de trigo sigue un
comportamianto parecido al descrito 96‘!‘ 1a isoterma de Langmuir
para la adeorcién de gases.

81 suponemos que existe un nimero fijo de sitios idénticos
¥ equivalentes de unidn a la bacteria por unidad de Ares, que les
bacteriss se sdhieren en monocspa (fig. 48). ¥ que las butulftu
adheridas, asi como las que se encuentrsen en 1la solucidn donde
ests 1la raiz, estin en equilidrio. entonces la unién pusde ser
doscrits cuantitativamente en términos de la ieoterms de
adeorcidn de Langmuir que se flustra en la figura 3.

La ecuacidn de 1a isoterma de adsorcién de Langmuir (39)

para estu sistema puede ser escrita como:

27



Ca = nKCa/1 + nKkCs
dénde Ca es el nimero de bacterias adheridas/cm. de raiz, Cs es
el némero de bnctoii-n libres en 1la solucién, n es el nﬁn‘ro de
sitios disponibles de unién & ls bacterisscm. de raiz ¥ 'K es 1la
constante de equilibric de unidn.

Si se lleva a cabo regresién lineal al graficar Cs'Ca vs.
Cs (fig. 6), el coeficiente de correlaciédn es de 0.971 para todo
el rango de concentrsciones del indculo. Ls demostracién de 1la
relacidn 1linesl entre Ce'Ca ¥y Cs va de acuerdo con el eriterio
que establece la validez de 1a isoterma de Langmuir.

§1i los datos se tratan de sjustar & las otrsa tres
isotermas (fig. 5), las curvas caen fuera de los niveles
aceptables de confianza. La {fsoterma de Temkin requiere que 1la
relacién log Cs ¥ Cs ses lineal y nuestros datos dtcr‘n un
cosficients de correlacién de 0.436. La ley de MNenry define uns
relacién 1lineal para tods 18 isoterma; sin embargo, nuestros
datos claramente muestran una relacién no lineal. Pars qQue un
sistema pueda ser descrito con ls isoterms de Freudlich (20) es
necesaris una relacidn linesl log Cs vs. log Ca. Nuestros datos
muestran un coeficiente de correlecién lineal de 0.957 que es
bastante alto aunque menor que el coeficiente de correlacidn pars
la isoterma de Langmuir. Este coeficiente de correlacidn de 0.131
results 6er muy elto debido a que el rango de concentracién de
101 s 107 cel./ml. el ndmeroc de bacterias sdheridas va de acuerdo
con las esperadas para amdbas igotermas de Langmuir y Freudlich
(Tabla &); sin  emdargo. cuando tenamos 10. cel./ml. las

cuantificadas son equivalentes a las esperadas por la isoterss 4de
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Tabla #4.- Efecto del tamafic del inédculo en la adherencia de
A.brasilenss Sp245 a raices de trigo.

Concentracidn . # de bacterias sdheridas a la rai:z

inicial de Esperadas segtn Esperadas segin
bacterias Isoterma de Isoterma de
(cel./ml.) Cuantificadas® Langmuirss Freudlich®es

[} ° (]
2.0%10 [ 0.01X10 0.07X10

[} . -] [+]
7.7X10 [+} 0.05X10 0.22X10

1 [} o
2.0x10 ] 0.13X10 0.49X10

1 . [] (1]
7.7%10 -] 0.51X10 1.5%6X10

2 0 [}
2.0X10 ] 1.32X120 3. 51X10

2 1 o 1
7.7X10 2.0X10 3.11X10 1.10X10

3 1 ‘ ’ 1 1
2.0%10 2.5%X10 1,32X10 - 2. 88X10
7.7X103 4.5%101 5.11X101 7.80X101

L} 2 2 2
2.0X10 8.5Xx10 1.32x10 1.75X10

L} 3 2 2. f
7.7%10 3.2X10 5.09X10 5.52X10

3 3 3 2
2.0X10 5.0X10 1.31x10 9.55%10

-] 3 ) 3 3
7.7%X10 8.5%10 4,88x10 3.90X10

L] ] 4 3
2.0x10 6.4x10 1.18x10 6.73X10

& . ] [ ]
7.7X10 1.6X10 3.49%10 2,76X10

7 3 [}
2.0X10 8.3x10 - 6.02X10 6.21X10

7 [ ] 3 s
7.7%X10 5.6X10 9.06X10 1.95X10

8 s L] 6
7.7X10 1.3X10 1.07X10 1.38%10

* Resultado del promedio de 3 experimentos por separado.
o® E1 ndmerc de bacterias esperadas esta basada en la igoterma de
adsorcidn de Langmuir Ca = (6,68X103) Cs
1+(6.03%10-8)Cs
#s% K1 ndmero de bacterias esperadas esta basada en la isoterma
de Preudiich
Ca= 0.03981XCa0.8494
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Langmuir, Vl' que se observa una saturacidn, que no se puede
observar en los datos esperados utilizando la ecuacidn de 1la
isoterma de Freudlich. Eats 4ltime es considerads como una forms
no-i1desl de la isoterms de Langmuir, de ahi que a concentracionss
menores de :I.o6 cel./ml. ambas isotermss sean aplicables.

vibrios va. formas "C" en la adherencia.-

Como  habiamos mencionado anteriormente, Azoanirilius
presentas doa formas morfogendticas dependiendo de 1a preutén
parcisl de O, 1a edad del cultivo ¥y el medio de ocultive
utilisado. Cuzlqnuea de estas dos formas puede ser la @que
colonice © infecte & la rals, por lo cual decidimos Dréblr ambas
formas. ltn‘ embargo. en 1los cultivos liquidos siempre tenemos una
mescls de ambas formas por 1o que habia gque buscar el medio
Sptimo para tener exclusivamente formas "C" (f£ig.7s) ¥y ael poder
diferencisr sus efectos con 108 de los vibrios.

Probando distintas condiciones de crecimiento encontramos
que las mejores condiciones pars que ocurra la conversidn de
vibrio & forma "C™ son: a) sfadir ya ses fructoss © gluconato en
lugsr de succinato © malato, b) utilizar medics minimos sélidos,
que se dejen secar a temperatura ambiente dos dies antes de eer
usedos ¥ ¢) eliminar el nitrdgenc del medio: ya que la adicidn de
A0mt de WM C1 hizd que la conversidn de vibrio s forma “C" fuon'
aenos nue:v..

Ssjo estas condiciones. cerce del 1008 de las formes
vibroides se convierten en formas encapsuladas al incubaries a 30
°c durante 72 hre.

gEetos resultados sugieren, de acuerdo con Otros reportes

(11), que la falta de nitrdgenc y 1a sits presidn parcisl de ©
: 2



Fig.7.- Micrograflas de contraste de face de, a) formas "C" de
A.braallenss 8Sp245, barra = 20 micras, b) pelos
radicularez normales de raic de trigo. barra = 50 micras
v ¢) vpalos radiculares deformados de 1a rafs .de trigo,

‘baprs = 50 micras,
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Tabla 5.- Actividad de reduccidn de scetileno

morfogendnticas de

nmolas de  C2H4.wmin
medio medio
Cepa Puente de semisdlido® sblidess
carbono ~NH4 *NH4 ~NH
sp?7 ac. mhlico 64.0 osss 0
Sp? fructosa 53.6 [} 0
Sp243 ac. mdlico 52.5 0 (]
Spass fructoss 8.7 ) (]
‘8pTwL ac. mdlico 56.1 0 ) (]
§pTwl fructosa 4.3 0 o

® Formss vibroides
o9 pormas “C"
sse 040,03

1

o © o © o o

de las

formas

de

proteins

+NHS

Tabla 6.~ Efecto de la edad del indculo de A Drasilanss Sp2is
sobre la adhersncis & la raiz de trigo.

Rded del # de bacterias
inéculo adheridas/ca. de
(hrs.) rais®
[}
s 1.%0X10
3
28 &.20%10
: 3
a8 4,75%X10
3
72 8,.12X10

% de Adherencia

0.07%
e.022
0.023
0.020

® Los datos son el resultado del p
separado.

# de bacterias inoculadass 1.0X107
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en eate tipo de cultivos, Que no conducen ni & crecimiento
microssrofilico ni aerddico, son esenciales para pY Y
diferenciacidn de los vibrios & formas "C%,

Se 1llevaron a cabo ensayos de reduccidn de acetileno V.,
como se esperaba no se detectd actividad de nitroconni. de estas
formas (Tabla 5).

La conversién de vibrios de Azasnirillum & formas “C"
aparsntemente requiere de sintesis de novo de proteinas, - ya que
estea conversién puede ser inhibida con 1la adicién de 20
microgramos/ml. de cloranfenicol al medio.

Debido & que es is la p; ia de smincdcidoa para

la sintesis de novo de proteinas ¥y dstos no pusden ser producidos
por las vias de fijacidn y asimilacidn de nitrégenc, d&stos deden
acumularse previamente en pozas o ;cr proveidos durante el
recambio de proteinas o de ambos.

Una ves formados 108 agr q calulares de las formas “C"

es dificil disgregarlios completamente, 10 que dificults eu
cuantificecidn ya sea por determinacidn de cuenta visble o por
‘llcrolcopla directa. Rasén por la cual, no pudimos llever & c‘bo‘
el ensayo do.ndhorcnctc. ¥a que en al caso de las forwas “C" no
sabriamos cuanto estamos inoculando, ni cuanto ee estd
recuperando., Por 10 que decidimos llevar s cabo un experimento
utilizando dietintas edades de un cultivo en liquido de vlbflol.
A lo largo de una curva de crecimiento podemos observar
Que, durante 18 fase exponencisl, la forma predosinante es 18 de
vibrio: en la fase estacionaris podemos observar la spsricidn de
formss encapsuladas que sumentan en ndmero con el tiempu, ¥

empiezan a formar pequeiios agregados celulares.



Para poder observar el sfecto de la edad del indculo en el
enseyc de la sdherencia, incculamos raicea con bacteriss en fase
exponencial de crecimiento Cihrs. ) ¥ en fase estacionaria con 24,
483 y 72 nhra. de incubacidn.

Como podemos observar en la tablas 6, la mbxima sdherencia
se observa cuando se utilizen bacterias en t;n. exponenciel de
crecimiento comno indoulo en el ensayot sin embargo, cuando el
cultive es vieJo, el nimero de bacterias adherides dlsminuye un
50X sproximsdamente, 10 que va Qe scuardo con la aparicién de
. formas encepsuladss. Lo qus sugiere que quizés astss formas

encapauladas no Jueguan ningén papel en ls adhersncia.

Competencia de distintas bacterias por 1a sdherencia a 1a rate de
trigo. -

De la ‘tabla 18 podemos ver que tanto lli cepas de
ARQRBRIXILIUR como distintas especies de Bhizabium ¥ E.call ee
adhirierdn a la raiz de trigo 1o que sugeria que la adherencia no
fuera especirica para Azgapirdllus, por 1lo cusl, decidimoe
realiger expearimentos de compstsncias entre .100 distintas
eapecisn de bDacteriss pbr 1a adhersncis a la reiz.

BSuponiendo qQue pars un eitio de aedharencis nosctras
tenemos una bacteris de AZgapirilium ¥ 100 de Rhisabium e» de
eaperaras que si la adherencis &8 inespecifica, las dos bacterias
se pueden adherir, en donde ASQERIRAlIuM tiene el 1X de
probavilidad de sdherirse y BhizQhium el 99%. En caso de que la
sdherenaia asea especifica ia probabilidad de adherencis de

A0SRIcilius serk mavor y por 10 tanto, la de Bhizohium merd
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Tabls 7.- Prépl-asacn utilizades para diferenciar unas bactirtno

de otras.

Cepa
sp7
A.braailanss colonias
Sp2s3

colonias
Sp24sw
A.hrasllanas colonias
Sp7w1

colonias
8p71:Tns

colonias
SpTwii i TaS

colonias
Cd6117

coloniis
TALISO

colonias
TALGIS
K.lazuninosarumcolonias
143
A.dapanicus colonias
ABL157
R.a0ld colonias

Propiedades
rojas en medioc RC y sof
rojas en medio RC y SW
blancas en RC
blencas en RC
rojas y Kkef
blancas y e
rojss en medio RC

blancas o rosas vl-'

sw? ¥ ho crece en Luris

blancas,
8
blancas ¥ Sin

blancas
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Tatl: 8.- Competencia do adherencia Q.brazilense 2. otras

bactoi-iac.
t L34
Indculo # de bacterias adhoridas

Cepa de

referoncia¥ Copa de  Cepa Cops dc  Cepa bacterias
Cepa com- reoferen: cuompe- roforen- compo- totalac
potidorn cia tidora cia tidora

p - o \

: 3 1
SP2ASYTALIGO 2.0%10 S.1M10 1. 7X10 1.7X10 2. nuos
hd o 4

»

SplASNTALLYS l.?XlOI 1.0%10 4.3X10 9. 9%x10 1.2x10
v L4 4

Co249 13 1.9%10 4.2Y10 2,7%10 3.1%10 3. A%80
- o

a
L I |
[ T’ |

SUSTADILST B.O!’JO( 1.0%10 &.9%10 2.0%X10 6.7X30
? o

SpTYIALINO  2,0%10 7.3%80 6.0%10 4.9x10 5,.95X10
? *

CpTYIALLIE 1.9X30 A.3%10 3. 1X10 1.7x10 4.8x10
* o

- & -»
(" Il Tl |
a e @

SPTYLAT 2.%10 S. 4% 10 1.1X10 2. 6X10 2.7%80
o

e 0
Sp7rAI1SY 3.0%10 1.0%10 4.7%40 1.4X10 4.9%10

$ @ total de bacterias inoculadas.
88 Rusultado del prosedio del ¢ do bactorias adhoridas.’ cm. de
raf: de 3 rafces.



menor,

Cads matraz con raices de trigo fue inoculado con dos
tipos de bacterias en uns proporcidn de 1:1100 (cepa de
referencia:cepa competidora) y se 11-yo a cabo el ensayc normal
de adherencia, solamente que esta vez al plaguear se utilizarén
adends de los medios de Lurias, PY y Rojo Congo, medios selectivos
que nos permitieran distinguir uns cepa de otra. Las
caracteristicas de cada ceps que se tomardn en cuenta pars .
diferenciarlas de las demds se encuentran .;llltldil en la tadla
7.

In la tabla 8 aparecen los resultados de las competencias
AZ0spirillum vs. oOtras bacterias y en la tadla 9 se musstra el
porcentaje de inhibicidn de adherencia ejercida por 1la bacteris
competidors. R.meliloti TALISO y R lanonigus 3143 clarsmente
muestran competencia por 1os sitios de adherencia de Hp243 ¥ Sp?7
¥a que inhiben su adherencia en un 90X o mds, mientras que
Ahizobius AASUMINQGSATUN TAL63S parece tener mencs competitivided
¥ Kugsalld AB1157 no innibe en abdcluto 1a sdherencia - de
Azaspirilium hrasilanss & 1a rais.

En  1a tabla 10 se representan los ro-uxi.aoo de
competencias que se llevaron a cabo entre dlf.r‘nt.l.lo.vll de
A.Drasilanse para ver si slguna de &stas son mAe competitives, ¥y
de gser la adherencia un paso importante pars el ooy.bloetllonto
de una intersccién entre Azaanirilium ¥ la reie, estadblecer aest
un  eneayo que nos permita, en un futuro, eeleccionar las cepss
mis adcuadas pars el estudio de ests ssociscidn.

cogo podemos ver., entre cepas silvestres 8p7 y 8p283 ea

dificil diferencisr una de otra por las caracterivtices
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Tnbl’ 9.~ Porcentajec doc inhibicidn. de 1a adhoroncia de
’ A.brazilense on prezencia de otrac bactorias.

Cepa do refeorencia Cepa competidora % do lnhibt:tén'
8p24s TAL390 . 3.3

Tp2AS TVLEIB 4.4

Sp219 113 o2

243 AB1157 2.9

7 TAL380 89.0

997 TAL630 35.4

Sp? 143 03.9

Sp? AB1137 4.0

(# de bactorias adheridaz do la cepa
$ % de Inhibicién = 100 - u cafgroncial
® total I. bacterias adhoridas)




Tabla 10.- Compotenciaz por la adherencia entre distintas cepas

de fA;braazilense.

Ceopa do rofo-
roncia
cepa compoti-
dora
Sp243YSp24Su
Sp243Y.Sp7ul
Sp243XEpT11TNS
Ep243XEp?wlit 1 TNS
Sp”XSpT11TNS
8p7XSpTwlie TnS
Bp7AEH245w
SpTXEpTwi
8p21:1TASXEP”
Sp?ti1TNSXCallt?
SpTuixBpI4S
ip?ul xip?ul 1TnS
< BPTwll ¢ TnSXEp?

2. ® de bacteriacz inoculadaz.

1% Resultado del promodio del # de bacteorias

13 "
Inédculo # do bacterias adhoridac
Cepa do Copa Cepa do  Cepa bacterias
rofe- compe-- rofe- compo- totalez
roncia  tidora  roneia tidora
? L4 4 4
a.oxic %,0X10 3.3x10 2.0%10 $.3x10
hd 2 S 4 &
8.0X10 1.%%10 2.4%20 3.8%10 X.7X80
r e 4 4 4
3.0X10 3. 4X10 1.0X10 3.1Xx10 &.4X10
3.0le.\7 1.0Xt10 9 1.0%10 b l.OXlO6 l.OXlO6
? L] L} ] [}
5.0X10 3. 4X10 1.1X10 3,3x10 4.4X10
? L L] 3 3
3.5Xx10 3.7x10 2.1X19 $5.2X10 6.7X10
e 4 5 ] ]
3.0x10 3.0X10 2.8X10 1.9x10 4.48X10
e L] L] S L}
3.0X10  1.3X10 1.0X10 1.0X10 2.0X10
7 e - . s s
2.0X10 1.0Xx10 a2.0x10 ?.2x10 9.0x10
-] ? S 6 &
1.0X10 1.9X10 3.0%10 1.3%40 2.0%10
hd A4 ) ] &
t1.9%10 8.0x10 1.0X10 6.0%10 1.6X10
4 L] & s )
1.8Y10 1.1X19 1.3%X10  1.0¥10  1.4X10
) L L] S
3.3X10 1.0X10  4.3X10 S.3x10 t1.0X10
adharidaz on 1 ca.

de rafz do 3 rafces.



Tabla 11.~- Forcentaje: de inhibicién do 1a adhorencia en la:z
compatenciaz entre distintas copas de O.brazilenge.

Cepa de reforencia Cepa cospetidora % de lnhlbtcton'
69243 €p71:TnS 89.0 ’
€p? 30712 TnS 8e.90
SpT11TnY sp? 9.0
218 - Sp243 73.0

8p? 9243w ’ 14.0
8p24S Sp7wl ?3.0
Sp24S SpTwias TnS 90.0

ap? Sp7ul 0.0

Sp? . Bp7wliaTns 79.0
SPT1ITNS . Cdsis? 3.0
SpTut 8p243 37.8
SpTut Ep7ris2TRS 7%.6
SpTulzes TnS £p”. 83.0

(8§ de bacterias adheridas de la
$ X de Inhibicion = 3100 - cepa de cefecencia)
(® total de bacterias m-runn



mencionadas en la tabla 7, por lo que decidimos lut.gonlznrl.i.
con el transposon Th5, seleccionando colonias protétrofas laf. 1 4
asi poder llevar a cabo los experimentos de co-potinc!n.

Intre las cepas Sp7 y Sp245 ee muestran claramente uns
gran competitivided (Tadbla 11), mientras que estas cepas Darecen
ser mAs competitivas por los sitios de adherencia que Sp2d3w.

Para el caso de 10s experimentos realizados entre Sp? ¥
Sp24s con Sp7wl no podemos aocxﬁ que Sp7Wi compita o no compita
por los sitios de adherencis de Sp? o Sp245. vya que en 1loa
experimentos de Sp245 ve Sp7wil, cuando se inoculan en una
proporeién de 1:100, respectivamente, parece haber competencis
por 108 mismos sitios, ¥ys que Sp7wl inhibe la adherencis de lpal!
en un 90X, mientras gque cuando se inocula en una proporcién  de
100:1 se esperaria Qque el porcentaje de 1inhibicién fuera el
mismo, pero 43to no sucede, sinc pareciera que Sp245 no inhibe la
adherencia de Sp7wl. En 108 Otros casos parece como 81 no
inhibiera la adherencia de las otras cepas.

Obgervando la tabla 10 noa dimos cuanta que siewpre que en
el experimento de competencia se utiliza Sp7wi o CAa8117 el ndmero
d, bacterias totales que se adhieren estd en el orden de¢ 10 ¥y no
de 102 10 que sucede normalmente, 10 que hoe hace pehsar que
estas cepas podrian estarse adhiriendo a otros sitios sdemds de
los normales & 108 que se adhieren las otras cepas. rasén por la
cusl, & vecaes parecen no competir por estos dltimos eitioce.
Deformacidn de 108 pelos radiculares.-

caqo habiamos mencionado anteriormente Azasgirillum tiene
la capacidad de inducir la deformecién de 108 pelos Pradiculares

(r1g.7¢), -lo cusl podria ser el resultado de uns esociacidn
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especifica entre Asagpirillum y la raiz de trigo. Por 1o cual,
decidimos establecer un ansayo que nos permitiera cuantificar la
capacidad de distintas cepas psra deformar 10s pelos radiculares
¥ poder decidir si esta capacidad es csp;clficn de la ssociacién
entre AZGEpiprilluR ¥ la reiz de trigo. En la parte de Materiasl y
Métodos se describe el ensayo pars 1a cusntificacidn de estas
deformaciones.

Si suponemos que tanto la adherencis como la capacidad de
producir deformaciones son procesos relacionados, ¥s sea Que uno
sea efecto del otro o-'simplemente los dos ocurren por separado
como resultado de la interaccidn de la bacteris con 1la raiz,
entonces - las mismes condiciones de pH y sales Que afectan a 1a
ndhoronéi:’ deverin afectsr a 1la ceapacidad de  producir
deformaciones. Por 10 que llevamos a cabo exparimentos de
cuantificecisn de la capacidad de deformar 1os pelos radiculares
de nuestrss cepas a dtlftnto- pHs y con la presencia de agentes
quelantes como el EDTA ¥ el EGTA. En la tadbla 12 podemos observar
el nlmerc de deformaciones por cm. de raiz de las cepas Sp7,
Sp7wl, Sp2sS5, y Sp2i5w a distintos pHe y pareciera como si cads
cepa tuviera un pH &ptimo pars producir o inducir la deformacién
de 108 pelos rediculares. el cusl se encuentra en un rango de pHé

a PpH?7, excepto pars 1a cepa Sp2i%w, a la cual parece no
afectarle el pH.

Los agentes quelantes, aunque esta experimento solamente
#e 1levo & cabo uUna Ves, parece tener un efecto de inhibicidén
cobre 1le capacidad de deformacidn. Lo que nos hace pansar que

para la produccidn de deformaciones es también necesaria la
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Tabla 12.-- Efecto del pH v agente: quelantes on 13 capacidad de
N.brazilenzp eara inducir 1a doforeacion de pelos radiculares
.

ratces de trigo.

Copatz
Solucion
Fahroaus  Sp7 SpTwul Sp13 2450
]
pit 8.8 32.043.74 35.2¢4.92 5.5¢2.08 40.327.43

6.0 30,066,648  A2.067.25  30.087.78  $6.6£16.00
5.8 30.687.40 27.3¢7.84 T0.685.90  26.009.09
7.0 34.334.70  29.084.89  40,3¢2,0  44,3¢9,80

7.5 17.605.73  19.0¢5.00  30.4$3.29  90.0¢17.90

8.0 17,380.92  19.044.34  7.32.08  49,0418.90
+ ten EOTA 7 . ° ' '
+ tal €OTA O ° » ‘ .

Excepto los experimentox con EDTA y EBTA que se llevaron acabo
zolasente una vaz, todos lo: otro: rewultados zon el presedio de
3 eupsrisentos por separado.

s Ne D.8. (deg-iacién standard),

Tabla 13.- Capacidad relativa de 1as forman sorfogendticas de
O.0Canilenas pars producir 1as doforeacidn de los pelos

radiculares.
® de deforsacionos de los

Copa Forsa aorfogendtica r:: ::d::u:::ro: o~
Sp248 Vibrio 17.0213.0

Forma *C* 1.021.0 . .
9? Yierie 15.048.0

Farad "C* $.920.9
=in bacteriac *.922.9

¢ Preandie de dos riafcos.
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Tabla 14,-

Capatidad dc zdherencia ' deformacidn do loT pelo:

radiculares deo diztintar copas.

Cepa
Sp29T
Obirazilcnze

P24
O.tirazileoze

[-"$4
Oasbrazilence

|7l
Oibcanileose

[ T3 ¥ %4
Mabraczilense

Drivon
O.ligefecue

1702w
B.liopiecue

TALSZS
B lesuauaonacue

143
B dononicue

2063
Buteifoldd
)

faebaseoli

TAL 380
Bammliloti

an113?
Lecodi

zin bacteriaz

® de bacteria:z adho
ridaz’cm, do rafz?

2804
1
2.0%10
2, 0x105
e, ’?ﬁl‘:‘"
"
1.0X10
»
1.6X10

L
2.0x10

2
2.0110

Y
1.2x10
1.ox10"
"

1.4%130

s.02100
4]

% do deformacionex do
loz ptlo: radiculares
on 1 cn. de ragste

20,742.0 (27
A3.547.0 (29
17,9253 (©)
19,8030 (4D
LP.0820.8 (3
15.052.0 (9
15,0£2.0 (3
T£213.5 (3)
17.9816.8 ()
'm.s_‘_z.z 3

17.623.4 (3)

70.0018.0 (%)

% Loz datos son @l rosultado del prosedio de tras unrt.ntn.
% ¥ & dozvlacion ctandard (@ do ralcos contadas).
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prnsonct# de un catidn que podria ser el c." como en el caso de
la adherencia.

Al igual qQque para la adherencia quisimos probar cual de
las dos formas uorfo:on.ttcn; de Azespirilium induce la
deformacién de 108 pelos radiculares, Yy como podemos obgervar en
la tabla 13 la forma vidbroide ec la responsable de la produccién
de deformaciones, mientras que la forma “C" Dlr.c.. no tener
ningdn efecto sobre la deformacién de 108 pelos radiculares.

En 1a tabla 14 ae presenta la cepacidad de adherencia y
deformacién de los pelos radiculares de distintas bacteriss, ¥
podemos observar, como ya se habis discutido anteriormente, que
1a adherencia parece ser inespecifica ¥y casi no se observan
diferancias significatives entre las distintas bacteries. Pars el
caso de la capacidad de deformaciédn de 1los pelos radiculares
existe una diferencis notoris entre las bacterias del suelo como
son: Azgseirillium y Bhizchium ¥ 1s enterobacteria f.coli. la cusl
no produce deformaciones. Sin embarso, entre Rhizchium R4
Azaapirilium no existe diferencia, ¥a Que ambas producen
deformaciones y en igual centidad, 1o que parsce indicar que esta
cabacidad de producir deformaciones en 10s pelos raiculares de la
raic de trigo no es especifica para Azaapirillus.

Entre las cepas de Asgsairillum., sin embargo, existen la
Sp24sw y 1la Cdb6117 que parecen tener una mayor capscidad de
producir deformaciones que las demhs cepes ¥ quisds este ensayo

permits la seleccidn de cepas pars estudios posteriores.
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DISCUSION.

La adhersncis de A. brasilanse 55245 & las cdlulas
epidérmices ¥ pelos radiculares de la raiz de trigo. asl como su
capacided de producir deformaciones en los pelos udteuur’o'l.'- son
dependientes de la presencias de Cl" ¥ de un rango de pH de 6 &
7.

Se han reportado efectos similares en otros estudios.
sobre 1la adherencia de las bacterias a superficies bioldgicas ¥
no-biolégicas. En ejemplo de 4&sto, es la adherencia de
R.glucrasacans 56-22 a las raices de rdbeno (16) que ee estimulads
por 5 a 10 mM de ll.“ ° Cn“ . Efectos similares de cetiones
han sido reportados pars la adherencis de R, falaszil & reices de
cebada, la adherencia de pseudomonas & vidrio (2%) v 1ls
edherencia de P. auruginosa sl acero (41).

Estos efectos de cationes divalentes se pienss que indicen
‘el papel de fuerzas electrostidticas .on 1s adherencia de ; pY 1]
bdcterias a4 las raices (23). Se pilensa que 108 aationes
enmascarsn la repulsidn de capas dodles eléctricas, permitiendo
a8l que’ dos superficies que tienen cargas negetivas netas se
puedan acercar ¥ en ocasiones adherirse una s 1la otra. Sete
proceso madiado por cationes y esponténeo no podris lnv&lunar l‘ ‘
sintesis de novo de polimercs adhesivos extrscelulsres éclo l.
ne sugerido pars -n.nﬁ-oo de 18 adherencis firme ¥ perssnente
(25.26).

Aunque las propiededes de la adherencis temprena nho pueden

ser tomadas ocomc un indicador de 1ls colonizecidn ntonéul

a a

¥ P , @8 clero que las propiedsdes de superficie
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dc> capas bacterianas muy diferentes poseen propiledades fisices
iimillr.i Que son esenciales para la adherencis temprana
;f.ettvn.
Las isotermas de adsorcién son expresiones empiricas que
““sproximan ragonablemente el comportamiento de sistemas
experimentales de adherencia en rangos estrictos de concentraciédn
¥ la adsorcién asi descrita no implica Que sea una unién fisica o
quimica, sino qQue la isoterma permite sacar inferaencias dtiles y
establecer pardmetros para pruebas posteriores de adsorcidn
b-ctoyt.nl & las superficies de raices. Las medidas de constantes
de equilidbrio que indican la extensién ¥y fuerza de la adherencia
puedon tambien servir como guias Parsa mejorar ya ses gquimics o
gendticamente 1la compatencia de los microorganiamos que ee
adhieren.

In el ensayo de adherancia oy ablecido en este tr-b.a;.
Asbraailanss ﬁpzls se adhiere en 90 min. & las raices de trigo
con 48 hrs. en germinacidn, y dependiendo de la concentracién de
bacteriau en la solucién y el tiempo de incubscidn de las raices
en presencia de las células bacterisnas, 1a adherencis a 1las

raices de trigo es un procesc reversidble de equilibrio que puede

ser descrito en términos de una 1iso de ad 18n ae
Langmuir. Este tipo de isoterms describe un sistems saturable, el
.cual propone un nimero especifico de sitios disponibles pars 1la
adherencia y de alta afinidad.

En otros estudios similares, Fletcher (13) describid 1s
adsorcién inicial de pseudomonas marinas & superficies no- .

biolégicas en -términos de una igoterms modificada del tipo de
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Langmuir. La edsorcidn de Rhizobium epp. & raices de cereal (39)
fue descrita tambien en términos dg la iscterma de Langmuir e
hipotetizada de ser influenciada por eventos de adsorcién no-
especificos. La adsorcidn de Agrabactarium tumefaciens & tejidos
de papa (20) se describid con una isoterma de Freundlich, la cual
se considera una variante noc-ideal de ia isoterma de Langmuir. A
lo largo de las concentraciones de bhacterias examinadas no se
observé saturacidn de los sitios disponibies de sdherencia y se
propone que la adsorcidn & los tedidos de paps es no-especifice.
La adherencias temprsna o inicisl de bacterias a las raices
de rdbano (16) probablemente no involucra eventos espacificos , de

reconocimiento. Kete oconcepto se basa en los resultados de

experimentos dond [ b va la @ d ia del tiempo ¥y la
concentracidn . Todas lac bacterias probadas demostrardn una
‘ndhoronctl l1ineal dependiente de la concentracién. El nivel de
sdherencia de [.gall fue diez veces mencr Qque el nivel de
adhereancia de las otras bacterias de rhirzosfera probadas, pero
fue tambien lineal y dependiente de concentracidn.

Nueatros datos sugleren gque 1s forma vibdbroide de
A.Drasilanss es 1a que se adhiere preferencislmente & ls ralz de
trigo, sin embargo. esto no es concluyente ya que el 30X de 1a
reduccién en el nédmero de cuentas viables al Pplaguesr el
homogenizado de la rsiz se puede deder a que las célules se
hubieran sgregado entre si » a su vez adherirse s ls Paiz: y cada

unidad formadors de colonhia no represents a una sols célula eino

quizds & mis cédlulas que se traban agregad entre si.
En el ensayo de la cuantificacidn de 1a produccién de

deformaciones en lo8 pelos radiculares pudimos oLservar que las



formas "C" no producen deformaciones de los pelos radiculares.

Todas 1ls@ cepas incepaces de producir formas' "C" (Enc")
como son la Sp7wl, Sp2iSw y Bri702w fueron tan efectivas en
adherirse y producir deformaciones en los pelos radiculares como
las cepas padres Ene’ (Sp7, Sp245, Bri702) (Tabla 14).

Esta incapacidad de producir formas "C" parece que estd.
relacionada con la incapacidad de formar un exopolisacérido, el
cual ge tiifie con rojo congo ( datos obtenidos en el laboratorio
que estdn por publicarse). Otros asutores han pudblicado (22), que

cepas mutantes Exo~ de R.maliloti que son i de producir

un  excpolisacdrido en particular y nodulos eficientes en su
hospederc Mandicagc sén se adhieren a las raices, ein emdbargo,

parece que aestan afectadas en el enrollamiento de los pelos

rediculares y formacidn del hilo de infeccidén.

Lo que sugiere que tanto en AZSspirillum como en R.
saliloti la incapacidad de producir un polisacdrido especifico no
afecta su adherencia.

Todo esto sugiere que la forma "C" no juega ningdn papel
en la adherencia y en la deformacidn de los pelos radiculares 14
si estos a su ve:r ;on pasos importantes en el astadblecimiento de
una asociacién entre Azaapirilium ¥ ia rais, ademds por el hecho
de que estas formas no tengan actividad de fijacién de nitrégeno
¥ Ppor lac condiciones en las que apléceon. pareciera como si su
papel fuera solamente el de una forma de resistencia a las
condicicnes del medioc amdiente. Aungue aln no se descarts que
tengan algdn papel en la asoclaciédn quizds en algdn pasc

posterior a la adherencia y deformacién de los pelos radiculares.

49



Tanto Azeapirillum como RhLZORIMURM Presentaron ia misme
capacidad de adherencia y deformacidn de los peloe radiculares

(Tabla 14). En los experimentos de competencis (Tedbla 9) no ee

distingue a las bacterias de »rhizosfera (AZQAPAXAllum ¥

Shizohium) ¥a que parecen competir, unas mhs que otres, por los
mismos sitiocs de adherencia: sin embargo, el se descrimins a
Rigoll de las dacterias de rhizosfera, la cual parece tenesr menor

afintdad por 1os mismos sitios, ya qQue como podamoa_ver en .1a

Tabla 14 i se adhiere sunque sea en un ndmero menor que las .

dends do se tra sola sin la pr ia de o eon

mayor afinided. Sp?7wl y Ca6117 son cepas de A Brauileanss aue ge

adhieren en mayor cantidad que 1as demds Dacterias y Parecen no

competir por los mismos 8itius ¥a que las demds bacterias ee
siguen adhiriendo an alts proporcidn edn en la presencis de

" astas.

Lo que nos sugicre 1a existencia de dos tipos de sitiocs de

adherencia. Un némero de sitios especificos, por los que do'-ptton
1as bacterias de rhisosfera, y otro de sitios xnnneulooi.. [
108 que se adhiere casi cualquier bae'toru.

Se han reportado datos parecidos por otros sutores, donde
88 observa competencia de A.heasilanas con R.trifalil por los
mismos aitios de adherencia en refces de trébol. La inooculacién
eon wescles de cultivos de ABLZGRAMEG SrAfoALl ANUTOA ¥ distintas
cepss de AR0sRirillum DEASALANSS & rafces de trébol (33) provocé
o1  crecimiento anormal de ls rais., formacidn de wbs reasces
iaterales, acl como, el eumento en el nimerc de pelos

radiculares: 8in emdbargo. 86 inhidid el enrvoliamiento de les

pelos radiculeres ¥ la noduiscidn que se presentan noulinntq
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con ls inoculscidn de B, tpifolil. Sin embargo, cuando se inoculd
con una mezcla de R tprifoldl ANU1030 y A.braailanse Sp245 también
se inhibid el enrollamiento de 108 pelos radiculares, pero se
formeron nodulos inefectivos, 10 que sugiere que los sitios de
infeccidn en 106 pelos radiculares estdn bloqueados por células
de Azaspirillium ¥ qd; los nodulos pusden ser formados solamente
poOr la cepa ANU1030, que es capaz de invadir la raiez por rutas
Qltornattv.a. come son espacios abiertos on 1a epidermis.

Ls capacidad de producir deformaciones en 1los pelos
radiculares de 1a raiz de trigo no es especifica de Axoapirillius
como sugeria Patriquin (15). S5i se observen diferencias entre las
distintaa cepas probadss. pero cusndo menocs entre Sp243 y Sp7 no
existen diferencies significaetivas de sdherencia y cspscidad de
deformacién utilizando 108 ensayos propuestos en este tradajo.

Pero todo esto no nos hadbla de uns asociacién ;
colonigacidn inespecifics. La adherencia inicial o temprans. es
solamente unc de varios eventos en el proceso de infecoidn o
colonizacidn, que puade que tambidn incluys taxis hacis o & 1o
lergo de la raice, .&hcroncl‘ firme o permanente & ls superficie
mediada por la produccién de polisacdridos. tales como celulosa
(26) o estructuras, tsales como fimdrae (21) y penetracidn & los
espacios intercelulsres de 108 tejidos de ‘la rai:c. _ Las
condiciones Que promusven el crecimiento de las dacterias a 1le
superficie de 1s raiz eon tlybi.n importantes pars una
colonlzacién exitosa y proliferacidn de la bacteria an un sistema
redicular. Barlara Reinhold (35%) reportd que las cepss de

420254rillum preuentan uns quimiotaxis especifica & sustratos de
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bajo peso molecular dependiendo del ort.cnvdo las especies mis
éuo de la especie & la que pertenecen, es decir, encontrd que las
diferentes respuestas quimiotdcticas dcidos orghnicos de algunas
cepas ecoinciden con la exudacién de estos Acidos orgénicos Jde la -
planta de 1a cusl fuerdn aisladas. El malato es uno de los dcidos
orghnicos dominantes en el exudado de raiz del pasto Kellar (C-8)
¥ del malz (C-4), y fue ademis el strayente mis rdorte para las
cepas ER-15 A.lipoferun ¥ IJM6AZ A. Rrasilanus Que fuerdn sisladas
de las mismas plantas, respectivamente. Y 1a cepa 8pT6O
A.brasilance aislada de rsices de trigo (C-3) fue atraida mle
fuertemente por oxalato, el cual es uno de 1los componentes
dominante del exudado de trigo.

De ahi que, ademds dJde 1las limitaciones descritas
snteriormente, 1a complejided del proceso de colonizacién en le
nsturalezs restringe la cepacidad de nuestro ensayc de ldnoionctn
& predecir ai uns bacteris podrhd colonisar una superficle
radicular,

En otros estudios, se ha obeervado Qque en dos cepas
bacterianas, WD13 y una de Sarratia (ambss buenas colonizadorss
bajo condiciones estériles) (16) no fuerdn colonigadoras
efectives en suelos no estériles. Asimismo, 1a cepa RF2A de
R.malilotl ealtemente competitiva en la formacidn de nodulos en
‘Hldxn.ln Sativa on enaayos llevados scabo en suelos o:t.r!loi (1]
incepaz de competir en encayos llevados a ¢abo en medios 1iquidos
(17). 1o Qque nos recuerda que las conclusiones de uns prueba
estdril de colonizaci®n nc pueder ser extendidas a el invernsdero
o & pruebas de campo. Sin embargo, aqul se establecen clertas

banee Que pueden ser tomadas enh ¢uerta para eitudios posteriores



en el campo 0 en el invernsderc, ademis de Que es un principio al
eatudio de los posibles procesos de infactividad de A.brasilenas

a la6 ralces de trigo.

53



1.~

3.-

5.~

7=

&~

BIBLIOGRAFIA.
Alexander, M. 1984. Specificity in the legume-Bhigobium
symbiosis. Biologicel Nitrogen Fixation, ed. Martin
Alexander, Plenum Press. New York, pp 99-125.
Amarger, N. 1984. Eveluation of competition in BRhisabium
#app. Current Perspectives in Microbial Ecology. ed. MNM.J.

Klug ¥ C.A. Reddy, A.S5.M. Press, pp 300-305.

Baldeani, V.L.D., ¥ J. Dobereiner. 1980. Host plant
specificity 1in the infection of ceresls with AsQARirillum
epp. Soil Biol. Biochem. 12:4833-439.

Saldani, V.L.D., J.X. Baldani y J. Dobereiner. 1983. l“oc{.
of ASOARLrillum inoculation on root infection and nitrogen
1 poration in wheat. Can. J. Microbiol. 29: 924-929.

Berak, R., I. Nur, Y. Okon y Y. Menis. 1982. Aerotactic
response of ARASRARALIUG Drasilanas. J. Becteriol. 152:6843-

649, ' A
Barak. R.. I. Nur ¥ Y. Okon. 1”;. Detection of chemosaxis
in Azoapirillus hraailanss. J. Appl. Bacteriol. 53: 399-403.
Serg, R.N., M.KE. Tyler, N.J. Novick, V. Vasil y I.K. Veeil. -
1980, Biology of Azaspirilium - roeane iation:

on‘vnnomnt of nitrosenase activity. APPL. Environ.

Nicrabiol. 39: 219-226.

Dazzo. P.B. 1988, Attachment of nitrogen-fixing bacteris to
‘plant roots. Current Perspectives in Microbisl Ecology. ed.,
l.'.!.";ug ¥ C.A. Reddy. A.S.M. Press. pp 130-135.

Simerich,  C. 1988, Nolecular biology and ecolosy of
diazotraghs,  essociated with non-leguminous plents.

58



10, -

11.-

12, -

13. -

1, -

15. -

16, -

7.~

Bio/Technology. 1:967-978.

Ervin, S.E. ¥ D.ﬁ. Hubbell. 1985, Root hair deformations
sssociated, with fractionsted extracts from Rhizobium
trifolil. Appl. Environ. Microbiol. 49: 61-68.

Eckew, D.L.y D.D. Focht y I.P. Ting. 1977. Nitrogen
fixation, denitrification and pleomorphic growth in a highly
pigmented Spiprillum lipoferum. Appl. Environ. Microbiol. 34:
582-585.

Fahreaus, G. 1957. The infection of clover root hairs by
nodule bacteris studied by & simple glass slide tochnlq;c.
J.Gen. Microbiol. 16: 374-381.

Fletcher, M, 1977. The effects of culture concentration and
age, time, and temperature on bacterial attachment to
polystyrens. Can. J. Microbiol. 231 1-6.

Herbert, et.sl. 1971. cn.-ik;x analysis of microbiasl coll;.
Methods in Microbiolosy. cd.' J.R. Norris y D.W. Ribbons,
Academic Press, vol. 5B, pp 209-3hi.

Jain, D.K. y D.G. Patriquin. 1984, Root hatr d-!orﬁ-tlon.
bacterial sttachment and plant growth in whest-Azaspirilium
;nsoclntionl. Appl. Environ. Microbiol. 48: 1208-1213.

James, D.W. Jr., T.V. Suslow y K.E. Steinback. 1985.
Relationship between rnpid; firm adhesion and long-term
colonication of roots by bacteria. Appl. Environ. Microbiol.
50: 392-397.

Jancen van Rensburg, H., ¥ B.W., Strijdom. 1982. Competitive

sbilitiea of Bhizobium meliloti strains considered to have

potentisl as inoculants. Appl. Environ. nlcrdb;ol. !61 870~




18. -

19. -

20. -

k.~

23.-

29. -

26. -

873.

Kapulnik, Y., M. Feldman. Y. Okon y Y. Henis. 1985, Soil.
Biol. Biochem. 17:509-515. )
Kapulnik, Y., R, Gafny ¥y Y. Okon. 1985. Can. J. Bot. 63:
627-631.

Kiuepfel, D.A. y §.G. Pueppke. 1985. Isotherm for adsorption
of Asrabactarius sumafacians to susceptible potato (Salanum
subsrosum L.) tissues. Appl. Environ. Microbiol. 49: 1351-
1355.

Korhonen, T.X., E. Tarkks, H. Renta y K. Hashtels. 1983.
Tvpe 3 fimbrae of Kishaialla sp.: moleculsr charscterization
and role in bnctortn.‘dnouon to plant roots. J. Bacteriol.
155: 860-865.

Leigh, J.A., Z.R. Signer ¥y G.C. Walker. 1988.

Exopolysaccharide deficiint mutants of Rhizaobius maliloti

that form ineffective nodules. Prooc. Natl. Acad. Sci. 82:
6231-6235.

Lin, W.. ¥. Okon ¥ R.W.F. MHardy. 1983. Enhanced mineral
upteke Dy ZAA BANS and sorghum bicolor roots incculated with
AzQapirilius Drasilsnss. Appl. Environ. Microbiol. #3: 1775-
1779.

Magalhass, F.M,, J.I. Baldani, J.M. Santo., J.R. XKuykendsll y
J. Doberetner. 1983. A nm and tolerant Azaapirillum
species. Ann. Acad. Braseil Cien. 53t #17-430. '
Marchell, . K.C., R. Stout y A, mitchell. 1971. Mechenism of
initial o.yonw in the lorpuqn of merine bacteria to

surfaces. J. Gen. Microbiol. 68: 337-348,
Naponii, C., F. Dazzo y D. Hubbell. 197%. Production of

56



27.-

28, -

30.-

.-

33.-

n, -

cellulose microfibrils by Rhizobium. Appl. Microbiol. 30:
123- 131, [

Nelson, L.M. ¥y R. Knowleez. 1978. Effect of oxygen and
nitrate on nitrogen fixation and denitrification by A.
hrasilanis grown in continuous culture. Can, J. Microblol.
281 1395-1403.

Okon, Y., S.L. Albrecht y R.N. Burris. 1976. Carbon and
ammonisa metsbolism of Spirilius Jlipofarus. J. Bacterionl.
1281 $92-897. '

Okon, Y., J.P. Mouchins, S.L. Albrecht y R.N. Burris. 1977.
Growth of Spirillium annz.zui st constant partial presaures
of oxygen, and the properties of its nitrogenase in cell-
free extracts. J. Gen. Microtiol. 98: 87-93.

Okon, Y. 1982. Azgspirilium: phisiological properties, mode
Qr association with roots and fte application for the
benefit of ceresl end forage grass crops. lerl. J. Bot.
31: 214-220. '

Okon, Y., P.G. Heytler y R.W.F. Hardy. 1983, WNitrogen

-fixation by AZosRirillus brasilanss end its incorporation

into host Rataris Aitalica. ApPLl. Environ. Microbiol.
46: 698-697.

Okon, Y. 1985. Azoapirillum as a potential inoculant for

‘agriculture. Trends in Biotechnology. 3t 223-228.

Patriquin, D. ¥ J. Dobereiner. 1978. Bacteria 4in the
endorhizosphere of maize in Brazil. Can. J. Microbiol. 24:
734-742,

Patriquin, D.G., J. Dobereiner y D.K. Jain. 1933, Stites end

57



35,

36.-

37.-

38. -

39.-

.-

procecces of association between diazotrophe and grasses.
Can. J. Microhiol. 29: 900-915.

Plazinski .J. y B.G. Rolfe. 1985. Interaction of
Azosnirillum snd BhiZobium .lt!‘llnl leading to inhibition of
nodulation. Appl. Environ. Microbiol. #9:990-993.

Reinhold, B., T. Hurek y I. Fendrik. 198%. Strain-specific
chemotaxis of Azoapirillum spp. J. Bacteriol. 162: 190-19S%.

Reynders, L. ¥ K. Viasssk. 1982. Use of

hrasilanss es biofertilizer in intensive wheat cropping.
Plant and Soil. 66: 217-273.

Sadasivan,L. ¥ ~ C.A. Neyra. 1988, Flocculation in
Azoanirillium hrasilsnsa and Azoapirillum lipofarum:
excpolyseaccharides and cyst formation. .1 Bacteriol., 163
716-723.

Shimshick, E.J. ¥ R.R. Herbert:. 1979. Binding
charscteristics of nitrogen fixing bgcnrh to ceresl roots.
Appl. Environ. Microbdiol. 38: ku7-453.

Smith, R.L.. 8.C, Schank, J.R. Milam ¥ A.A. Beltensperger.
1984. ' Responses of ‘Sarghum and Pannisstus species to the
nitrogen fixing bacterium AZospirillium Drasilansa. Appl.
Environ. Microbiol. 47: 1331-1336.

Stanley, P.M. 1983. PFactors affecting the irreversidle
attachment of WMto stainless asteel.
Can. J. Microbiol. 29: 1493-1499.

Tarrand, J.J., N.R. Krieg ¥ J. Dobereiner. 1978. A taxonomic
study of the Spirillum licoferum sroup, with descriptions of
& new genud, Azogpirillum gen. nov. and two species, A.

lipoferum (Beljerinck) comb., nov. and A.brasilanis nov.

LT



3.~

M-

KSES TESIS KO DML
U BE LA Blali Ok

Cen. 3. Microbiol. 2: 967-980.

Tien, T.M., M.H. Gazkins y D.H. NMudbell. 1979. Plant growth
substances produced by ARQARACILLUE Rraallangs and their
effect on the growth of pearl millet (Ranniseatun aNaricAnUR
L.). Appl. Environ. Microbiol. 37: 1016-1024. v
Umali-Garcia, M., D.NM. Hubbell, N.MN. Gaskins ¥ P.I; Dasro.
1980. Association of AZoARIXrillum With @rase roots. Appl. .
Bnviren. Microbiol.39:219-222. '




	Portada
	Índice
	Introduccción
	Material y Métodos
	Resultados
	Discusión
	Bibliografía



