CENIRO DE INVESTKHACIONES  BIOLOGICAS
DELNOROESTE, S.C.

G

Programa de Estudios de posgrado

RESPUESTA DE LA SUPERFICIE CELULAR DE LA
BACTERIA PROMOTORA DE CRECIMIENTO DE PLANTAS
Azospirillum spp. A ESTIMULOS EXTERNOS.

TESIS

Que para obtener el grado de

Doctor en Ciencias

Uso, Manejo y Preservacion de los Recursos Naturales
(Orientacién en Ecologia)

p r e s e n t a

Thelma Rosa Castellanos Cervantes

La Paz, B.C.S. Abril 1998



Tesis de doctorado en ciencias
En el uso manejo y preservacion de los recursos naturales

Thelma Rosa Castellanos Cervantes

Comité tutorial

Tutor principal: Dr. Yoav Bashan

Centro de Investigaciones Bioldgicas del Noroeste CIBNOR
Co-tutor: Dr. Felipe Ascencio Valle

Centro de Investigaciones Bioldgicas del Noroeste CIBNOR
Co-tutor: Dr. Fernando Garcia Carrefio

Centro de Investigaciones Bioldgicas del Noroeste CIBNOR
Co-tutor: Dr. Federico Sanchez

Instituto de Biotecnologia, UNAM

Co-tutor: Dr. David lanson

Portland, Oregon, USA

Comité revisor de tesis
Dr. Yoav Bashan

Dr. Felipe Ascencio

Dr. Fernando Garcia

Dr. Federico Sanchez
Dr. David lanson

Miembros del jurado de examen doctoral
Dr. Yoav Bashan

Dr. Felipe Ascencio

Dr. Fernando Garcia

Dr. Federico Sanchez

Dr. David lanson

Dr. Sergio
Coordinador del Progr

andez Vazquez
a de Estudios de Posgrado



Agradecimientos

El presente trabajo se llevo a cabo en el departamento de Microbiologia y
Patologia Marina del Centro de Investigaciones Bioldgicas del Noroeste, S.C. y el
departamento de Biologia Molecular de Plantas en el Instituto de Biotecnologia,
Cuernavaca.

Agradezco a CONACYT por la beca # 87149, y al CIBNOR por la extensién de
beca otorgadas.

Mi mas sincero agradecimiento a los miembros de mi comité tutorial: Dr. Yoav
Bashan, Dr. Felipe Ascencio, Dr. Federico Sanchez, Dr. Fernando Garcia y Dr. David
lanson, por su participacion en mi desarrollo como cientifico.

Mi sincero agradecimiento al Dr. Felix Cérdoba por obsequiarme amablemente
lectina de maiz, a la Dr. Kay Scheets por proveerme las células en suspensién de maiz
y al Ing. Juan Bosco quien me suministré semillas de maiz cada vez que se las solicité.

Tambien quiero agradecer a mis colegas en el departamento de Microbiologia
especialmente a Maria Esther Puente, por toda su ayuda y amistad y a Angel Carrillo,
y Paty Vazquez.

A todos mis colegas en el departamento de Patologia Marina por su excelente
apoyo técnico, especialmente a Maria de Jesus Romero, Ariel Cruz, Arturo Sierra,
Adriana Green y Norma Hernandez por algunos trucos técnicos y discusiones de
resultados.

A todo el personal del laboratorio del Dr. Federico Sanchez y Carmen Quinto,
por su excelente colaboracion técnica, y un ambiente de trabajo amistoso y divertido,
especialmente a Xochitl Alvarado, Gabriel Guillen, Edgar y Armando.

Al Dr. Ellis Glazier po la revisidn de la version en Inglés de esta tesis y al Dr.
Felipe Ascencio y Dr. Bertha Arredondo por la version en Espariol.

A Aldo J. Vargas y Sergio Rosas por el trabajo fotografico y a Oscar Armendariz
por la edicidn de las fotografias de los geles.

Finalmente, mi sincero agradecimiento a todas las personas que me ayudaron
con mis problemas en computacion, especialmente Eduardo Ruiz, Horacio Sandoval y
Carlos Pacheco quienes siempre ponian en orden todo lo que la computadora hacia
“sin ordenarselo”.



ii

A Jose Luis, Aoriany Gabriel



Respuesta de la superficie celular de la bacteria promotora de crecimiento de
plantas Azospirillum sp. a estimulos externos.

por

Thelma Rosa Castellanos Cervantes

Departamento de Microbiologia, Division de Biologia Experimental, Centro de
Investigaciones Biologicas del Noroeste (CIBNOR) Apartado Postal # 128, La Paz,
Baja California Sur, 23000, México.

Esta tesis esta basada en los siguientes articulos cientificos, los cuales seran referidos
en base sus numeros romanos.

| Castellanos, T., F. Ascencio, and Y. Bashan. 1997. Cell-surface hydrophobicity
and cell-surface charge of Azospirillum spp. FEMS Microbiology Ecology 24:
159-172.

] Castellanos, T., F. Ascencio, and Y. Bashan. 1998. Cell-surface lectins of
Azospirillum spp. Current Microbiology 36: 241-244

1] Castellanos, T., F. Ascencio, and Y. Bashan. 1998. Starvation-induced changes
in the cell-surface of Azospirillum lipoferum. Submitted to Applied and
Environmental Microbiology.(enviado).

vV Castellanos, T., F. Ascencio, and Y. Bashan. 1997. Bacterial cel-surface
hydrophaobicity, charge, and lectins as possible means for the initial attachment
of Azospirillum spp. to surfaces. /In Plant Growth-Promoting Rhizobacteria.
Present status and future prospects. eds. A. Ogoshi, K. Kobayashi, Y.
Homma, F. Kodama, N. Kondo and S. Akino. Published by: Hokkaido University,
Sapporo, Japan. pp. 389-393.

VvV Castellanos, T., F. Sanchez, X. Alvarado, and Y. Bashan. 1988. Initial
adsorption of Azospirillum lipoferum 1842 and Azospirillum brasilense Cd to corn
roots visualized by the green fluorescent protein marker. (manuscrito)

iii



Resumen.

Una de las metas mas importantes en la agricultura actual, es obtener altos
rendimientos en produccion. Por esta razdn la atencion cientifica se ha enfocado
buscar alternativas biologicas que estimulen el desarrollo de las plantas como
Azospirillum, bacterias de rizosfera fijadoras de nitrdgeno conocidas como bacterias
promotoras de crecimiento de plantas (PGPB). Sin embargo, |la impredicibilidad de la
inoculacion reclama el estudio para un claro entendimiento de los mecanismos de
interaccion bacteria-planta, como son la identificacion de las estructuras vy
componentes microbianos involucrados en el proceso de adhesion y colonizacion. En
el presente trabajo se investigd la hidrofobicidad, carga, y lectinas de la superficie
celular de Azospinllum, asi como la afinidad de esta bacteria a lectinas de plantas.
Otro aspecto que se investigd fue la sobrevivencia de la bacteria y los cambios de
hidrofobicidad, presencia de lectinas, y proteinas en la superficie celular bajo
condiciones de estres nutricional.

Los resultados obtenidos nos muestran que Azospirllum, posee una
hidrofobicidad media comparada con cepas patdgenas humanas. La carga e
hidrofobicidad son mas altas cuando la bacteria es cultivada en medio sélido que en
liquido; tratamientos quimicos, termicos, y enzimaticos cambian la carga y el gradode
hidrofobicidad de la superficie celular.Se aislo y se purificd parcialmente una proteina
hidrofobica (hidrofobina) de 43 kDa que es abundante y homologa en la superficie
celular de A. lipoferum 1842, A. brasiense Cd y A. brasilense 245.. Se puso
demanifiesto la presecia de lectinas en la superficie celular de Azospirillum mostrando
afinidad por varios carbohidratos principalmente por los mismos que secreta la raiz de
maiz. La hidrofobina previamente aislada también presenta afinidad por los mismos
carbohidratos. Sin embargo Azospinllum mostrd muy poca reactividad hacia lectinas de
plantas.

Se evaluaron tres regimenes de estrés nutricional y su efecto en las
caracteristicas de la superficie celular de A. lipoferum 1842, mostrando que la bacteria
sobrevive sin multiplicarse por siete dias, la hidrofobicidad decrece inicialmente pero
recupera sus valores iniciales entre las 24 y 48 horas dependiendo del medio. El
estrés nutricional ocasiona una disminucion en la afinidad por manosa y glucosa. Las
proteinas de la superficie celular mostraron varios cambios en su cocentracion sin
embargo no se observo induccion de nuevas proteinas, la bacteria de 43 kDa
permanecio inalterable durante las primeros dias disminuyendo paulatinamente su
concentracion hasta no ser detectada.

Se realizé la trasformacion de A. lipoferum 1842 y A. brasielense Cd para
expresar la proteina verde fluorescente y observar la adhesion a raiz de maiz por
microscopia confocal. Las primeras bacterias adheridas fueron observadas en pelos
radiculares, posteriormente formacion de agregados en los pelos radiculares y
bacterias en la superficie de la raiz alineandose principalmente entre las células de la
epidermis al inicio y posteriormente formando también agregados.
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Objetivos

El objetivo general de este estudio es contribuir al conocimiento sobre la interaccién
entre Azospirillum spp. y raices de maiz.

Los objetivos especifiicos son:

i) Medir el grado de hidrofobicidad y carga de la superficie celular de cepas
representativas del género Azospinllum y determinar el efecto de las condiciones de
cultivo en la expresidn de dichos fenotipos.

ii) Determinar el efecto de compuestos quimicos, temperatura y tratamientos
enzimaticos en el grado de hidrofobicidad y carga de la superficie celular de cepas de
Azospirillum.

iii) Aislamiento y caracterizacién parcial de la(s) proteina(s) hidrofébicas asociadas a la
superficie celular de Azospirillum lipoferum.

iv) Detectar la presencia de lectinas en la superficie celular de cepas de Azospirillum
spp.

v) Cuantificar el efecto del estrés nutricional en la hidrofobicidad, carga, composicidn
protéica y la expresion de la proteina(s) hidrofébica(s) de la superficie celular de cepas
de Azospirillum.

vi) Transformacién de células de Azospirillum spp por la incorporacion del plasmido
que codifica la expresion de la proteina verde fluorescente para el analisis del
proceso de adhesidn entre Azospirillum spp. y raiz de Zea mays mediante microscopia
confocal.



Contenido

Agradecimientos
Dedicatoria
Prefacio
Resumen
Objetivos

1. Introduccion General
El género de Azospirillum
Ecologia de Azospirillum
Exudados de raiz y su interaccion con Azospirillum

2. Adhesion
Adhesion de Azospirillum a superficies solidas

3. Carga e hidrofobicidad de superficies celulares de bacterias
Hidrofobicidad y carga de cepas de Azospirillum

4. Lectinas
Lectinas bacterianas
Lectinas de Azospirillum
Lectinas de plantas
Receptores de Azospirillum para lectinas de origen vegetal

5. Expresidn de hidrofobicidad, lectinas y proteinas en Azospirillum
lipoferum 1842 bajo condiciones de estrés nutricional

6. Adhesion de Azospirillum a raiz de Zea mays (maiz)

7. Concluciones

8. Referencias

WN) ==

~N ®

10
11
11

12

14

16

19



Introduccion General.

Una de las metas mas importantes en la agricultura actual, es obtener altos
rendimientos de produccion. Por esta razodn la atencion cientifica ha sido enfocada en
bacterias que estimulan el crecimiento de plantas como Azospirillum. El género
Azospirillum esta comprendida dentro de las bacterias de rizosfera de vida libre
fijadoras de nitrogeno y que forma parte del grupo de bacterias que produce efectos
benéficos en el crecimiento de plantas, llamadas bacterias promotoras de crecimiento
en plantas (PGPB) (Bashan y Holguin 1998).

Existen dos tipos de PGPBs; (i) bacterias que incrementan el crecimiento de las
plantas via supresion de patdgenos (Biocontrol-PGPB), y (ii) bacterias que
directamente intervienen en el mecanismo fisiologico de la planta, via excresion de
metabolitos de la bacteria como fitohormonas (PGPB).

El género de Azospirillum se asocia a muchas especies de pastos incluyendo
culivos importantes como trigo, arroz y maiz, asi como a muchas otras variedades de
plantas, tales como tomate, algodon, zanahoria y cactus (Bashan and Holguin 1995;
1997a,b). La promocion del crecimiento en plantas ha sido demostrada tanto en
experimentos en invernaderos como en cultivos experimentales en el campo; sin
embargo, los mecanismos por los cuales dichas bacterias promueve este crecimiento
han sido atribuidos a fijacion de nitrdgeno y produccion de auxinas (revision Bashan y
Holguin 1997a; Bashan y Holguin 1997b).

La primera generacion de inoculantes de Azospirillum estan ya en el mercado,
sin embargo, los resultados en produccion que se han obtenido en campo con la
aplicacion de dichos biofertilizantes han sido impredecibles y contrastantes (Okon y
Labandera-Gonzélez 1994). No obstante ello, el uso de estas bacterias como
inoculantes es de gran interés porque aunque no reemplaza la aplicacion de
fertilizantes incrementa la habilidad de la planta para aprovecharlo y por lo tanto, se
requiere de menos aplicaciones de fertilizante. Como consecuencia, los costos de
produccion y la contaminacion por quimicos en suelo se reducen. Estos son dos
aspectos importantes que la agricultura enfrenta particularmente en paises en
desarrollo como México.

La impredecibilidad en la inoculacion de cultivos agricolas con Azospirillum
reclama el estudio para un claro entendimiento de los mecanismos de interaccion
bacteria-planta, asi como de la identificacion de las estructuras y componentes
microbianos involucrados en el proceso de adhesion. Este conocimiento puede
conducirnos a una mejor tecnologia de inoculacién asi como promover y mejorar la
productividad de la planta.

1. El género Azospirillum

La primera especie de este género, llamada originalmente Spirillum lipoferum,
fue aislada de muestras de suelo en Holanda en 1925 (Beijerinck 1925); olvidada por
mas de cincuenta anos, Azospirillum fue redescubierta en los setentas cuando se
buscaban bacterias fijadoras de nitrdgeno en raices de Digitaria y Zea mays en Brasil



(Von Bulow y Doébereiner 1975, Day y Débereiner 1976). Desde entonces, se han
aislado cepas de Azospirillum asociadas a raiz de numerosas plantas silvestres y
cultivadas, asi como de diferentes tipos de suelo de todas partes del mundo (Bashan y
Holguin 1997). Hasta la fecha, cinco especies han sido caracterizadas dentro del
genero Azospirillum: A. brasilense, A.lipoferum, A. amazonense, A halopraeferans, y A.
irakense (Tarrand et al. 1978, Magalhaes et al. 1983, Reinhold et al. 1987, Khammas
et al. 1989).

Azospirillum es un bacilo Gram-negativo de 1 um de diametro, posee un flagelo
peritrico de corta longitud que usa para moverse en enjambre y un flagelo polar que
usa para nadar (Zhulin y Armitage 1993). La mayor parte de la célula bacteriana esta
llena de granulos de poli-p-hidroxibutirato (Fallik y Okon 1996). Azospirillum prolifera
tanto en condiciones aerdbicas como anaerobicas, pero es preferencialmente
microaerofilica en presencia o ausencia de Ny en el medio.

Ecologia de Azospirillum en el suelo y en la rizosfera.

Azospirillum es una bacteria de amplia distribucién, puede ser encontrada en
areas tropicales, en areas de climas templados y frios (Dobereiner et al. 1976;
Haahtela et al. 1981), e inclusive, en tundras y sitios semidesérticos del casquete polar
artico (Nosko et al. 1994).

Azospirillum ha sido aislada particularmente de la rizosfera de la superficie de la
raiz y en menor grado del interior de la raiz. Se conoce bien su relacion con las plantas
(Bashan y Holguin 1997 a) pero poco acerca de la amplitud de su nicho ecologico y Si
es capaz de multiplicarse sin estar asociada a la planta.

En la literatura, existen reportes de que cepas de Azospirillum aisladas de
suelos pero no de que tan abundante es. En experimentos de campos inoculados con
Azospirillum, De Coninck et al. (1988) encontrd de 10 a 100 veces mas Azospirillum en
muestras de rizosfera que en muestras de suelo. En Brasil, Azospirillum ha sido
colectada rutinariamente de muestras de suelo (Baldani et al. 1983), aunque también
se ha reportado de que existen areas en donde dificilmente se encuentra Azospirullum
(Smith et al. 1984).

La sobrevivencia de Azospirillum en suelos ha sido reconocida como una de las
preguntas basicas a responder, debido a la inconsistencia de las evidencias
reportadas. Recientemente, se evalud la sobrevivencia de A. brasilense Cd y Sp-245
en la rizosfera de plantas de trigo y tomate en 23 tipos de suelos provenientes de un
amplio rango de ambientes de Israel y México (Bashan et al. 1995). Sus conclusiones
fueron que A. brasilense sobrevive pobremente en la mayoria de los suelos por
periodos de tiempo prolongados y que fuera de la rizésfera, la cantidad de arena y
calcio determinan el grado de sobrevivencia de la bacteria en el suelo. La eliminacion
de plantas en suelos inoculados con Azospirillum afecta directa y rapidamente los
niveles de poblacion de la bacteria (Bashan et al.1995; Bashan et al. 1988).

Estudios sobre la fisiologia de la bacteria han sugerido la existencia de
alternativas fisioldgicas que podrian operar a fin de que Azospirillum sobreviva bajo



condiciones ambientales desfavorables, como son enquistamiento, acumulacion de
poli-B-hidroxibutirato, produccién de melanina, o proteccidn dentro de esporas
micorrisicas (Del Gallo y Fendrik 1994).

Durante la década de los °'70 y 80s, se consideraba que el rango de
hospederos de Azospirillum era especifico para especies de cereales, sin embargo,
posteriormente se encontrd que abarca el sistema radicular de una variedad amplia de
especies vegetales (Bashan et al. 1989b; Crossman y Hill 1987; Mascarua et al. 1988;
Hadas and Okon 1987; Puente y Bashan 1993, Rao et al. 1990; Zaady et al. 1993).

Bashan y Holguin (1995) reportaron sobre la habilidad de A. brasilense Cd y
245 para colonizar al menos 64 especies de plantas, de las cuales 48 son especies de
maleza. Aunque los reportes de aislamiento de Azospirillum de plantas graminaceas
son mas comunes, otros reportes muestran que la bacteria es también habitante
natural de muchas plantas no graminaceas, como palmas de coco (George 1990), y
contenido en nodulos de tallo y raiz de Aeschynomene indica, A. aspera (Singh 1992),
asi como de otras especies de no gramineas (Gamo y Ahn 1991).

Otros aislamientos curiosos fueron de troncos, vainas y hojas (ademas de la
raiz) de varias plantas gramineas de campos de cultivo como Eleusine coracona y
Setaria italica (Agarwala-Dutt et al. 1991) y en hojas de plantas de mangle (Chaudhury
y Sengupta 1991).

Exudados de raiz y su interaccion con Azospirillum

Los procesos biolégicos que tienen lugar en la rizésfera estan influenciados
principalmente por los exudados de la planta. Una raiz intacta durante su periodo
activo de crecimiento produce hasta 10 mg de exudados solubles por gramo de peso
seco de raiz (Del Gallo y Fendrik 1994). En plantas de maiz, el 65 % del total de
exudados son de origen carbohidrato, un 33 % son acidos organicos (principalmente
fumarico, oxaloacético y acido malico) y un 2 % de amino acidos (Kraffczk et al 1984).

La superficie de la raiz forma la interfase entre la planta, el suelo y los
microorganismos del suelo. La cofia de la raiz y posiblemente las células epidermales,
producen y secretan un mucilago que cubre la superficie de la raiz y forma un sitio de
colonizacion primaria. Analisis quimicos del mucilago secretado por raices de maiz,
indican que esta compuesto por monosacaridos de fucosa, arabinosa, xylosa,
galactosa y glucosa.

Gochnauer et al.(1990) ha sugerido que las cofias que se desprenden de las
raices estan activamente involucradas en el establecimiento de la microflora
bacteriana caracteristica de la rizosfera.

Azospirillum es quimotacticamente atraido hacia azucares, acidos organicos,
compuestos aromaticos y amino acidos presentes en los exudados de raiz;, sin
embargo, las diferentes especies de Azospirillum difieren en su reaccion hacia los
atrayentes quimicos. Por ejemplo, se ha observado que existe una atraccion especifica
de A. lipoferum 4B (cepa aislada de raices de arroz) hacia la rizosfera de arroz pero
no es atraida por el mucilago de maiz, mientras A. lipoferum B7C (cepa aislada de
rizosfera de maiz), es claramente atraida por el mucilago de raices de maiz. La cepa
de A. brasilense Sp 7, aislada de Digitaria, es mas fuertemente atraida por el mucilago



de maiz que la cepa aislada de arroz A. lipoferum 4B (Mandinba et al. 1986).
A.brasilense JM6A2, aislada de raiz de maiz es atraida fuertemente por malato, que
esta presente en grandes cantidades en la raiz de maiz (Neyra y Hageman 1976). A.
brasilense SpT60, aislada de raiz de trigo, es atraida fuertemente por citrato, aspartato
y oxalato, siendo este ultimo el acido organico mas abundante en los exudados de
trigo. A. lipoferum ER15 aislado de Leptochloa fusca (pasto Kallar), es atraida mas
fuertemente por malato, el mas abundante acido organico exudado por L. fusca (Kloss
et al. 1984).

Los exudados de alto peso molecular aislados de L. fusca también atraen a A.
lipoferum ER15 (Reinhold et al. 1985), sin embargo, Fedi et al. (1992) no pudieron
detectar ninguna especificidad en |a atraccion de Azospirilla hacia los exudados de las
plantas de donde fueron originalmente aisladas. Por lo tanto, |a especificidad de cepas
de Azospirillum en respuestas de quimiotaxis podrian reflejar una adaptacion al
micromedio ambiente creado por la planta hospedera.

El efecto de quimiotaxis de una substancia no siempre corresponde a la
habilidad de |la bacteria para metabolizarlo, como lo demuestra Heinrich y Hess (1985)
en A. lipoferum Sp108 que aunque su mayor atrayente fue sacarosa no puede
metabolizarlo.

El mecanismo de salida de protones que opera en raices de trigo intactas ha
sido identificado y cuantificado (Bashan y Levanony 1989). Inoculacion de raices de
trigo con A.brasilense Cd alteran significativamente su estruccion por raiz (Bashan et
al. 1989a) y cambia su potencial de membrana. Este flujo de electrones esta
relacionado con el aumento en la toma de minerales (Okon 1994).

2. Adhesion

Evidencias experimentales han puesto de manifiesto que los microorganismos
tienen primero que adherirse a células o tejidos vegetales o animales para poder
colonizar. El éxito de la colonizacidn o de la infeccion dependera de la habilidad que
tenga el microorganismo para adherirse a una superficie sélida. Las estructuras o
componentes de los microorganismos que comunmente estan involucrados en el
proceso de adhesion son: fimbria, flagelo, lectinas, lipopolisacaridos, hidrofobinas
(Ofek y Doyle 1994).

El dogma central de la adhesion bacteriana requiere que el componente,
estructura, apéndice, o molécula involucrada (adhesina) funcione en la superficie de la
bacteria. En la mayoria de los casos, las adhesinas estan ensambladas en la
superficie celular, aunque en algunos casos las adhesinas son inicialmente
secretadas y posteriormente se asocian a la superficie de la bacteria en un

mecanismo que responde a transporte de nutrientes (Tuomanen 1986). En cualquiera
de los dos casos, la adhesina debe acoplarse o anclarse en la superficie de |la bacteria
antes de poder participar en un proceso de adhesion o de comunicacion celular.
Debido a que la adhesidn es una propiedad de la mayoria de las bacterias,
especialmente de aquellas especies colonizadoras de tejidos, se deduce que la



evolucidén ha seleccionado estructuras especificas que funcionan como factores de
adhesioén o receptores celulares (Ofeck y Doyle 1994).

Adhesion de Azospirillum a superficies soélidas.

Se ha sugerido que la unidon de Azospirillum a raices involucra dos fases
distintas: adsorcion y anclaje (Michiels et al. 1991). Sin embargo, no esta claro como
se lleva a cabo la adhesion inicial o adsorcion de Azospirillum a raices de pastos u
otras plantas, aunque la etapa de anclaje esta mucho mejor caracterizada (Gafny et al
1986; Umali Garcia et al. 1980; Assmus et al. 1995; Bashan et al. 1986; Reinhold et al.
1985; Michiels et al. 1991). Componentes de la capsula de la bacteria como
glicoproteinas, polisacaridos y organelos como fimbria y flagelo se supone estan
involucrados en los procesos de anclaje (Bashan y Levanoy 1988, b, c; Del Gallo et al.
1990; Sadasivan y Neyra 1985; De Torch y Vanderlayden 1996; Madi et al. 1988). Los
polisacaridos fueron las primeras moléculas que se reportaron como candidatos
involucrados en los procesos de adhesion de Azospirillum a tejidos vegetales, e
inclusive, para formar agregados celulares de ella misma bajo ciertas condiciones de
cultivo en medios ricos en fructosa como fuente de carbono y KNO3 como fuente de
nitrdgeno (Sadasivan y Neyra 1987). Los autores creen que esta relacionado con la
produccién de polimeros exocelulares, particularmente B- polisacaridos y que
posiblemente tambien estuvieran involucrados en la adhesién a otras superficies.

Posteriormente, Madi y Henis (1989) encontraron que compuestos de
naturaleza protéica estaban involucrados en procesos de adhesion celular, al observar
A. brasilense Cd forma agregados conectados por proteinas.

Por otro lado, se determind que tratamientos de A. brasiliense con enzimas
proteoliticas y agentes como EDTA, disminuyen la adhesion a raices de maiz (Gafny et
al. 1986), hecho que sugiere también que los componentes de la superficie celular de
la bacteria que estan involucrados en el proceso de adhesion son de naturaleza
protéica.

Bashan y Levanony (1988 a, b) sugieren que la adsorcion de A. brasilense Cd a
arena de cuarzo es un proceso deébil y activo, posiblemente llevado a cabo via puentes
de proteinas producidas por la bacteria y controlado usualmente por la cantidad de
nutrientes disponibles (Bashan et al. 1991). Bashan y Holguin (1993) también
encontraron que A. brasilense Cd se une en significativamete mayor niumero a raices
de trigo que a poliestireno.

Del Gallo y Haegi (1990) llevaron a cabo la caracterizacion de exopolisacaridos
en A. brasilense y A. lipoferum, encontrando que estos polisacaridos sirven como
receptores para lectinas de plantas como aglutinina de gérmen de trigo (WGA) (Del
Gallo et al. 1989). Por otro lado, se aislaron de la superficie celular de A. brasilense
dos compuestos (nombrados lipopolisacarido-proteina y polisacarido-lipido) que
ocasionan deformacion de pelos radiculares en plantulas de trigo via union a WGA,
(Skvortsov et al. 1995).

Michiels et al. (1991) han propuesto que existen dos etapas diferentes de
adhesién de A. brasilense a raices de trigo. La primera etapa (llamada adsorcion)
estaria mediada por proteinas, siendo una interaccion débil; en tanto que la segunda



etapa (llamada anclaje) es mas fuerte y probablemente mediada por polisacaridos de
la superficie celular. Para demostrar esta hipotesis, Michiels et al (1991) obtuvieron
dos tipos de mutantes: una, deficiente en la produccion de un polisacarido de la
superficie de Azospirillum, (Ads" Anc) que pierde completamente la capacidad de
anclarse; la segunda mutante (Ads Anc *), que es deficiente en adsorcién, reduce su
adsorcion en veinte érdenes de magnitud. Posteriormente el mismo equipo de trabajo
propuso que el flagelo polar de A. brasilense estaba involucrado en el proceso de
adhesion mostrando que mutantes no moviles reducen drasticamnete la adhesion a
raices de trigo (Cross et al. 1991,1993).

3. Carga e hidrofobicidad de superficies celulares de bacterias.

La adhesion de bacterias a raices de plantas puede ser dividido en dos clases
de mecanismos generales: (1) adhesion no especifica, la cual es mediada por
interaccciones hidrofébicas, electrostaticas, o fuerzas de Vander Vals y (2) adhesion
especifica, la cual es mediada por estructuras, componentes o moléculas (adhesinas)
localizadas en la superficie celular de |la bacteria y que reconoce receptores en la
superficie celular de la planta (Rosenberg y Doyle 1990).

Sin embargo, el segundo tipo de adhesién no excluye la posible importancia de
interacciones hidrofdbicas y electrostaticas entre adhesina y receptor. Interacciones
especificas pueden ser subsecuentemente divididas en adhesion huésped especifica y
adhesion huésped no especifica. En la tabla 1 se muetran algunos ejemplos de los
diferentes tipos de adhesion.

Tabla 1.
Bacteria Asociada a Proceso Referencia
R.leguminosarum Trébol Huésped especifica | Downie et al. 1983
bv trifolii
R.leguminosarum Chiicharo, lenteja huésped no | Smit et al. 1986
bv viciae especifica
Klebsiella Pastos Inespecifica Korhonen et al.
Enterobacter union hidrofébica 1983
Haahtela et al.
1985,1986
P. syringae Frijol receptor especifico | Romanschuk y
Patdégena para fimbria en la|Bamford 1986
estomata

Los meétodos mas utilizados para determinar el grado de hidrofobicidad
bacteriana incluye entre otros (Rosenberg y Doyle 1990; Ofeck y Doyle 1994)
adhesion microbiana a hidrocarbonos como hexadecano, octano o xileno (MATH);
medicion del angulo de contacto (CAM) que puede ser usado en capas de bacterias lo



mas homogéneas, planas, suaves y secas; sistema de particién en dos fases acuosas
(TPP) usualmente dextran-polietilenglicol (descrito en publicacién 1); cromatografia de
interaccion hidrofébica (HIC) que mide adsorcion a octil o fenil-Sepharosa que
originalmente fue desarrollada para separacion de proteinas y la pueba de agregacion
celular por sulfato de amonio (SAT).

Tales pruebas de hidrofobicidad pueden separarse en dos categorias: la
primera categoria mide las propiedades hidrofdbicas de la superficie celular externa
del microorganismo, estas pruebas incluyen CAM y TPP. La segunda categoria mide la
hidrofobicidad de la bacteria en términos de adhesion celular. Estas técnicas incluyen
MATH, HIC y adhesién a superficies de poliestireno u otras superficies sdlidas
hidrofébicas. Técnicas como SAT en las que las sales como el sulfato de amonio son
usados para inducir agregacién de células en suspension, estan consideradas entre
ambas categorias.

Debido a que algunas técnicas miden la hidrofobicidad completa de la célula y
otras solo algunos parches hidrofobicos expuestos en la superficie celular, ciertos tipos
de bacterias como E.coli, analizada por diferentes pruebas no dan los mismos
resultados (Rosemberg 1984). Una bacteria cuya envoltura celular neta no sea
hidrofébica, por ejemplo, que posea fimbrias hidrofébicas puede resultar hidrofobica si
se analiza por MAT, HIC y positiva a la prueba de adhesion a superficies de
poliestireno, pero resultaria no hidrofébica si se analiza por técnicas como CAM o
TPP. Asi mismo, bacterias que tienden a autoagregarse podrian dar valores
desproporcionadamente altos de hidrofobicidad en tecnicas como SAT comparadas
con otras (Rosemberg y Kjelleberg 1986).

Debido a que las bacterias tienen generalmente una carga neta negativa en la
superficie celular, podria esperarse que existiera una correlacion inversa entre carga
de la superficie e hidrofobicidad. Conforme la carga se incrementa , mas baja la
hidrfobicidad. Sin embargo, frecuentemente se encuentra que entre mas
electronegativa sea la bacteria, mas alto el grado de hidrofobicidad se observaria
(Rosemberg y Doyle 1990).

Hidrofobicidad y carga de cepas de Azospirullum.

En el presente trabajo de investigacion usamos el método de particiéon de dos
fases, en un sistema acuoso de polietilen glicol-dextran (Johansson 1974) para
determinar la hidrofobicidad y carga de las superficie celular de las bacterias. Se
selecciond esta técnica debido a que deseabamos conocer la hidrofobicidad de la
célula completa; otra razon para usar este método es que las bacterias no son
sometidas a ninguna condicién severa. Sin embargo, es una de las técnicas menos
utilizadas. Se determinaron las propiedades hidrofébicas y de carga de diez cepas de
Azospirillum spp. Los resultados obtenidos muestran que bajo las condiciones de
cultivo utilizadas, la hidrofobicidad de la superficie celular de las cepas es moderada
comparada con Vibrio cholerae (Faris et al. 1982), observando también, que tanto el
grado de hidrofobicidad como de carga neta de la superficie celular de Azospirillum son
dependientes de las condiciones de cultivo (Publicacion | y IV). En general, los
valores de carga e hidrofobicidad aumentaron cuando las bacterias fueron cultivadas



en medio sdélido. La cepas de A. brasielense fueron mas homogéneas en su
comportamiento que las cepas de A. lipoferum. Las superficies celular de A.
halopraeferans y A. irakense no mostraron un caracter hidrofébico ni una carga neta
negativa independientemente del medio de cultivo utilizado.

En adicion, ambos parametros tienen la tendencia a incrementarse cuando la
bacteria es sometida a condiciones de estrés nutricional (Publicacion lI).

Adicionalmente, se empled cromatografia de interaccién hidrofébica (HIC) para
separar las proteinas hidrofébicas de la superficie celular de Azospirillum (Publicacion
1).Se obtuvieron anticuerpos policlonales de conejo y ratdon contra una proteina aislada
por HIC.

Con esta técnica aislamos una proteina hidrofdbica que es abundante vy
homadloga en en la superficie celular de cepas de A. lipoferum 1842, A. brasilense Cd
y A. brasilense Sp 245. Esta proteina no pudo ser secuenciada debido a que esta
bloqueada en su parte amino terminal, sin embargo una fraccion interna de la
proteina, generada por digestion enzimatica, se pudo secuenciar, indicandonos la
presencia de varios amino acidos hidrofébicos (Publicacion 1y lll).

Bachhawat y Ghosh (1987) encontraron una proteina en la superficie celular de
42 kDa que constituye aproximadamente el 60 % del total de la membrana externa de
A. brasilense RG. No sabemos si estas dos proteinas son similares ya que hay pocos
datos para comparar, las Unicas similitudes es que son abundantes y su peso
molecular. La abundancia asi como la confirmacién de la presencia de esta proteina
en la superficie celular de A. lipoferum 1842, A. brasilense Cd y Sp245, mediante
analisis por Wester blot, podria sugerirnos la presencia de una proteina constitutiva en
el género Azospirillum.

Comparando los resultados de hidrofobicidad que obtuvimos con los dos
trabajos reportados en la literatura tenemos que en un estudio previo se midi6 la
hidrofobicidad de A. brasilense Cd en un sistema de particion de dos fases agua: n-
hexano y fue reportada como relativamente no-hidrofébica, aunque en la presencia de
cetrimida (bromuro de hexadecil-trimetil), la hidrofobicidad aumenta (Arumakumari et
al. 1992).

Recientemente Dufréne y Rouxhet (1996), reportaron sobre el incremento de
hidrofobicidad en A. brasilense Sp/ cuando es cultivada en un medio nutritivo Luria-
Bertani, asi mismo, encontraron una correlacion en cuanto a hidrofobicidad vy la
adhesividad de las células a vidrio y poliestireno. Arumakumari et al. 1992 encontraron
mediante un analisis de particion en dos fases (agua; n-hexano), que A. brasilense Cd
es no hidrofébico, sin embargo, cuando se cultivan en el mismo medio de cultivo pero
en presencia de cetrimida (bromuro de hexadecil-trimetil) la bacteria adquiere un
caracter hidrofébico.

Es dificil comparar estos resultados de hidrofobicidad con los nuestros por
varias razones: i) en ambos estudios solo se analizé una cepa de Azospirullum y no
fué la misma, Arumakumari et al. 1992 usaron A.brasilense Cd, y Dufréne y Rouxhet,
A. brasilense Sp/. Nosotros usamos 10 cepas y mostramos que la hidrofobicidad,
ademas de depender del medio de cultivo, también era cepa dependiente. ii) Los
métodos utilizados fueron diferentes Arumakumari et al. 1992 utilizaron adhesion a
hidrocarbono (hexadecano), un método (MATH) y Dufréne y Rouxhet usaron el método



de angulo de contacto (CAM), en tanto que nosotros utilizamos el sistema de particion
en dos fases acuosas (TPP).

Sin embargo hay algunas concordancias, Arumakumari et al. 1992 reportaron a
A. brsilense como relativamente no hidrofébica, nosotros también observamos lo
mismo en varias cepas cuando eran cultivadas bajo ciertas condiciones de cultivo; la
presencia de cetrimida en el medio de cultivo favorece un aumento de la
hidrofobicidad, nosotros observamos también el mismo efecto en A. brasilense y
algunas otras cepas cuando agregamos quimicos con el mismo efecto que cetrimida
(Publicacion 1). Dufréne y Rouxhet mostraron incremento en hidrofobicidad durante el
crecimiento obteniendo el maximo a las 25 h. Nosotros obtenemos la misma tendencia
cuando medimos la hidrofobicidad de A. lipoferum 1842 a varios tiempos, aunque en
un medio de cultivo pobre en nutrientes (Publicacion IV). En ninguno de los tres
estudios Azospirillum muestra una hidrofobicidad alta.

Los anticuerpos policlonales que se otuvieron a partir de la hidrofobina aislada
de cepas de Azospirillum fueron subsecuentemente utilizados en varios experimentos;
i) inmunoblots de extractos de proteinas de la superficie celular de A. lipoferum 1842,
A. brasilense Cd, A. brasilense Sp245. ii) Wester blots de geles de doble dimensidén en
el analisis de proteinas de superficie celular de A. lipoferum en condiciones de estrés
nutricional (Publicacién Ill), y iii) en adhesion de Azospirillum a raices de Zea mays

(Publicaciéon V).
4. Lectinas.

Las lectinas estan definidas como proteinas que aglutinan células y tienen
especificidad por ciertos azucares. Por muchos anos, investigadores buscaron lectinas
exclusivamente en plantas. En las ultimas décadas, las lectinas se han encontrado en
una gran variedad de organismos que incluyen toda la escala vegetal y zoologica
incluyendo bacterias, hongos, levaduras, parasitos y virus. Entre las lectinas mas
ampliamente estudiadas estan concanavalina A, aglutinina de germen de trigo (WGA),
lectina de soya, lectina de lenteja y lectina de Helix pomatia (para revisidon ver Liener et
al. 1986).

Lectinas bacterianas.

Se ha sugerido que proteinas con propiedades tipo lectina, encontradas en
superficies de bacterias, pueden servir como moléculas de adhesidon (adhesinas) que
unen a la bacteria con células epiteliales (Ofek 1977). Las adhesinas de muchos
microorganismos patégenos de humanos se piensa que son proteinas tipo lectinas
que se reconocen carbohidratos de las células epiteliales del huésped (Duguid y Old
1980; Nilsson et al. 1983; Saitoh et al. 1991). Aunque algunos miembros del género
Staphylococcus y Streptococcus parecen expresar adhesinas que carecen de actividad
de lectina, otros miembros de los mismos géneros se sabe que poseen adhesinas en
la superficie con funcion de lectina (Levine et al. 1978). Las lectinas que tienen funcién
de adhesinas puede estar asociadas con la pared celular, la membrana externa, o con
estructuras de fimbria (Aly y Levit 1987; Duguid et al 1976; Layh-Schnitt et al. 1989).



Lectinas en Azospirillum

La existencia de lectinas en la superficie celular de Azospirillum no ha sido
reportada previamente. Aunque se sabe que Azospirillum es capaz de interactuar con
lectinas de plantas como la aglutinina de gérmen de trigo (Antoyuk et al. 1995; Karpati
et al. 1995) y lectina de arroz (Tabary et al. 1984).

En este estudio, analizamos siete cepas de Azospirillum para detectar la
presencia de lectinas en la superficie celular que pudieran estar involucradas en
facilitar la adhesion de la bacteria a la raiz de plantas. La presencia de lectinas fué
determinada por el método de aglutinacion de particulas de latex cubiertas con
neoglicoproteinas, en tanto que su especificidad se determind mediante pruebas de
inhibicion de la aglutinacion con monosacaridos y confirmada por Western blot
utilizando neoglicoproteinas (albumina bovina-carbohidrato) marcadas con peroxidasa
de rabano.

Nuestros resultados indican que Azospirillum spp. tiene varias proteinas con
afinidad por los carbohidratos de diferentes neoglicoproteinas, tales como BSA-
fucosilamida, BSA-glucosilamida, BSA-galactosamida, BSA-N-acetil 3-D-glucosamina,
N-acetil D-manosa (Publicacion Il). Es importante sefalar que Azospirillum presento,
mayor reactividad a fucosa, glucosa y manosa, que son los monosacaridos mas
abundantes exudados por las raices de Zea mays (Bacic et al. 1986). Varias raices de
plantas secretan los mismos monosacaridos aunque no en las mismas proporciones
que maiz. Estas lectinas le confieren a Azospirillum la posibilidad de adherirse a una
gran variedad de plantas (para revision de plantas a las que se puede adherir: Bashan
y Holguin 1997).

Los resultados sobre |la especificidad de las lectinas de Azospirillum, mediante
pruebas de inhibicion de aglutinacion de las microesferas de latex cubiertas con
neoglicoproteinas, fueron variables entre las tres cepas seleccionadas (A. brasilense
Sp245, A. lipoferum 1842, y A. lipoferum 779). Completa inhibicidon de la aglutinacion
de A. brasilense Sp245 con las cinco neoglicoproteinas probadas se logré solo con
arabinosa. Otros monosacaridos inhiben la aglutinacion solo por D-manopiramosa, N-
acetil-p-D-galactosamina y N-acetil-3-D-glucosamina. En las dos cepas de A
lipoferum, la inhibicion de aglutinacion se debe a la presencia de N-acetil-f-D-
galactosamina y N-acetil-B-D-glucosamina.

Analisis por Western blot de proteinas de |la superficie celular de A. lipoferum
1842 y la hidrofobina de 43 kDa parcialmete purificada de A. lipoferum 1842, revelan
que HRP-BSA-galactosamida, HRP-BSA-manopiranosa, y HRP-BSA-fucosamida se
unen fuertemente a la proteina inmobilizada de 43 kDa de A. lipoferum 1842 y en
menor grado, se unen a proteinas de diferentes masas moleculares de los extractos
totales de A. lipoferum 1842, A. brasilense Sp245 y Cd, lo que nos indica que
Azospirillum spp. puede interactuar con varios residuos de carbohidratos. Asi mismo,
estos experimentos, utilizando neoglicoproteinas marcadas, revelan la presencia de
varias lectinas en la superficie celular de Azospirilum, 1o que significaria que
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Azospirillum esta capacitado para reconocer diferentes residuos de carbohidratos en
superficies radiculares.

Lectinas de plantas

Una gran variedad de lectinas de plantas han sido aisladas, las cuales han
probado ser herramientas utiles en el estudio de proteinas, glicoproteinas, glicolipidos
y polisacaridos, en estudios sobre la arquitectura de células animales (Nicolson 1974,
Rapin y Burger 1974). También, las lectinas de plantas han sido utilizadas como un
importante meétodo para tipificar cepas bacterianas en estudios epidemiologicos
(Ascencio et al. 1990).

Se ha sugerido que las lectinas de plantas estan involucradas en interacciones
planta-bacteria. La interaccion mas estudiada es la de Rhizobium leguminosarum bv
trifolii - trébol, en donde el proceso de adhesion se propone estd mediado por una
lectina de planta trifolin A (Dazzo 1984, Kijne et al. 1992).

Trabajos sobre el papel que juegan las lectinas en la interaccidn Azospirillum y
plantas ha sido muy reducido. Yagoda-Shagam et al. (1988) llevaron a cabo un
estudio sobre la interaccion de siete lectinas de plantas con células de A. brasilense
Sp7 mediante analisis de citometria de flujo y de aglutinacion bacteriana con lectinas
marcadas con isotiocianato de fluoresceina. Los resultados obtenidos indicaron que la
capacidad de unién mas alta fue para la aglutinina Griffonia simplicifolia 11 (especifica
para N-acetil-glucosamina), seguida por Griffonia simplicifolia | (especifica para a-D-
galactosa), Triticum vulgaris (especifica para N-acetilglucosamina), Glycine max
(especifica para N-acetil galactosamina), Concanavalina ensiforms (especifica para o-
D-manosa y a-D-glucosa), Limax flavus y Lotus tetragoolobus (especificas para a-L-
fucosa). En otros estudios con la lectina de Triticum vulgaris (WGA), se encontrd que
la presencia de la lectina en cultivos con A. brasilense Sp245 favorecen un incremento
en la fijacion de nitrégeno, excrecion de amonia, producciéon de acido indol acético y
biosintesis de proteinas en las bacterias. Los autores proponen que WGA puede servir
como una molécula de senal en la interaccion Azospirillum-trigo incrementando los dos
procesos que son mas significativos para la promocion del crecimiento de la planta
(fijacion de nitrogeno y produccion de fitohormonas) (Antonyuk et al. 1995). Por otro
lado, se ha encontrado que A.lipoferum SpBr17 expresa dos receptores a nivel de
capsula, una proteina-glicoproteina de 25 kDa y un complejo protéico de
aproximadamente 100 kDa, que pueden interactuar con la WGA. (Karpati et al. 1995).

Receptores en Azospirillum para lectinas de origen vegetal

En el presente trabajo, se evalud la afinidad de 21 lectinas de plantas a cuatro
cepas de A. lipoferum y tres cepas de A. brasilense. Los resultados mostraron que
ninguna de las cepas de A. brasilense tienen afinidad por el panel de lectinas
ensayados, solo tres de las cepas de A. lipoferum mostraron ligera afinidad con cuatro
de las lectinas probadas las cuales fueron Crotalaria juncea, Concanavalina A, Helix
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pomatia, y codium fragile (ver Tabla 1, Anexo 1). La especificidad de la interaccién
lectina-Azospirillum se evalud mediante experimentos de inhibicion, utilizando
monosacaaidos en solucion obteniéndose aglutinaciones exactamente en &rden
decreciente a sus afinidades, las cuales fueron, para C. juncea galactosa> lactosa>
melobiosa>L-rafinosa>N-acetil-galactosamina, para Con A, manosa y glucosa y para
H. pomatia N-acetil galactosaminatambien se realizaron experimentos tratando a las
bacterias que mostraron aglutinacion con quimicos que alteran los carbohidratos

(Tabla 2y 3 Anexo 1).

Debido a que A. lipoferum 1842 fue originalmente aislada de raices de maiz,
teniamos particular interés en el posible reconocimiento de la lectina de maiz.
Basandonos en el hecho de que A. lipoferum SpBr17 se aisld de raices de maiz y
debido a que reconocid especificamente la lectina de trigo, podria existir la posibilidad
de que reconociera especificamente a la lectina de maiz.

Lectinas de Zea mays (maiz) no han sido estudiadas a profundidad como se ha
hecho con lectinas de otros cereales de importancia econdmica como trigo, arroz y
cebada. Solo cuatro reportes en lectinas de maiz se conocen (Markow and Khavkin
1982; Newburg y Cocon 1985; Lepekhin et al. 1986; Jankovic et al. 1990).
Recientemente, Martinez et al. (1993) y Merida et al. (1996) aislaron y purificaron una
lectina de maiz. Nosotros usamos esta misma lectina para evaluar su posible afinidad
A. lipoferum, mediante técnicas de microscopia de fluorescencia y de aglutinacion
celular (Fig. 1, Anexo 1). Nuestros resultados indicaron que la lectina se pega a la
bacteria, sin embargo, no es capaz de provocar una aglutinacion celular. Similares
resultados fueron observados con la lectina de trigo en A. lipoferum SpBr17 (M. Del
Gallo, E. Karpati comunicacion personal). No obstante, los experimentos de inhibicidn
en donde las bacterias fueron incubadas con lactosa, resultaban en una inhibicidn
parcial de la adhesion de la lectina a la bacteria.

5. Expresion de hidrofobicidad, carga y lectinas en Azospirillum lipoferum 1842
bajo condiciones de estrés nutricional.

No obstante que se ha avanzado en algunos campos de la fisiologia y genética
del género Azospirillum, aun quedan varios aspectos de su fisiologia que no han sido
abordados, como es el caso de la expresion fenotipica bajo condiciones de estrés
nutricional, condiciones de lento crecimiento, o factores ambientales que asemejen
mas las condiciones de su vida natural.

Las caracteristicas especiales y mecanismos adaptativos que las bacterias han
desarrollado para persistir en temporal o cronico medioambiente desprovisto de
nutrientes, es un tema cientifico con muchas implicaciones para la investigacion
microbioldgica tanto basica como aplicada. Por ejemplo, dentro del campo de
biotecnologia industrial, los mecanismos reguladores que son inducidos durante
estados de estres nutricional, podrian ser explotados para la produccion y aislamiento
de metabolitos o proteinas de la fase de crecimiento (Tuner et al. 1992).

En aplicaciones como desintoxicacion o remediacion in situ, tratamientos de
aguas residuales, etc. se demanda el monitoreo, prediccion y control de la
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sobrevivencia y dispersion de microorganismos y genes modificados en el ecosistema
natural, por lo tanto se requiere de conocimiento acerca de los cambios a los que
estan expuestos y los mecanismos por los cuales sobreviven.

Dado nuestro interés de utilizar Azospirillum como inoculante en campos
agricolas, resulta fundamental conocer cual seria el comportamiento fisiolégico de la
bacteria a condiciones de estrés nutricional a fin de asegurar una alta sobrevivencia de
la bacteria en las condiciones de cultivo y de que se pueda adherir, establecer y
colonizar las plantas de cultivo.

Se sabe que Azospirillum sobrevive bien en suelos tropicales (Débereiner et al.
1976), y probablemente también en suelos templados (De Coninck et al. 1988) y
semiaridos (Bashan et al. 1995); sin embargo, muchos suelos estan caracterizados por
su baja disponibilidad de nutrientes, por lo que resulta légico pensar de que la
sobrevivencia de Azospirillum en dichos suelos pobres en nutrientes debe de estar
regulada por un poza génica que debe de expresar fenotipos especificos ante tales
circunstancias particulares.

Aunqgue algunos trabajos se han realizado para estudiar floculacion y formacion
de enquistamientos bajo diversas condiciones de estrés, tales como el estrés
nutricional (Sadasivan y Neyra 1987), exposicion a metales toxicos (Gowri y
Sarivastava 1996), estrés hidrico (Bashan et al. 1991). Asi mismo, se han realizados
estudios para evaluar diferentes condiciones de cultivo en la produccion de
polisacaridos, sin embargo, no existe ningun trabajo previo que ponga de manifiesto
cambios fenotipicos en Azospirillum como respuesta a un estrés nutricional. El Unico
estudio en relaciéon con este trabajo es Bachhawat y Ghosh (1987) en el que
caracterizaron las proteinas de la membrana externa de Azospirillum encontrando la
induccion de cuatro proteinas en condiciones de creciniento limitantes de fierro.

En este estudio, utilizamos A. lipoferum 1842 para determinar los posibles
cambios en la superficie celular de la bacteria inducidos bajo condiciones de cultivo
pobres en nutrientes (carbono, nitrégeno, o limitacion total de nutrientes),
determinando que ocurrian cambios en la hidrofobicidad, composicion de proteinas de
la superficie celular y la expresion de lectinas (Publicacion Ill) las cuales pudieran
estar relacionadas con la adhesion inicial de la bacteria a los tejidos radiculares de
plantas en cultivo.

Se evaluaron tres regimenes de estrés nutricional: un medio de -cultivo
deficiente en fuente de carbon; una solucion amortiguadora y agua destilada. La
bacteria sobrevive en todos los medios de estrés nutricional, aunque no se divide
durante los primeros 7 dias. La hidrofobicidad de la superficie celular disminuye pero
recupera sus valores iniciales entre las 24 y 48 h, aunque los periodos de
recuperacion dependen del medio de estrés nutricional.

El estrés nutricional afecta la afinidad de la superficie celular de Azospirillum
hacia azlcares, principalmente hacia p-aminofenil-a-D-manopiranosa y en menor
grado, a glucosa pero no a la de otros carbohidratos evaluados. El estres nutricional
también cambia |la concentracion de varias de las proteinas de la superficie celular,
pero no se detectd la induccion de proteinas nuevas. En contraste, Bachhawat y
Ghosh (1987) en estudios bajo condiciones de estrés de fierro detectaron la induccion
de cuatro proteinas, las cuales son pocas comparando con la induccién de 20 a 40
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nuevas proteinas detectadas en E. coli bajo condiciones de estrés nutricional (Groat et
al. 1986, Matin 1990).

La hidrofobina de 43 kDa de A. lipoferum 1842, permanecié sin ser afectada por
ningun tratamiento de estrés nutricional, sin embargo, después de 48 hrs de estrés
nutricional dicha proteina no fue detectada por analisis electroforético. Estos
resultados concuerdan con la gradual disminucion de la afinidad por los carbohidratos.
Una posible explicacion a ello seria que durante el estrés nutricionalel contenido de
proteina disminuye y no es detectado, o bien de que la proteina podria ser modificada
hecho que explicaria tambien porqué se detectan tres isoformas de |a hidrofobina por
analisis de electroenfoque, o también que |a proteina sea degradada enzimaticamente.

El aumento en la concentracion de proteinas de la superficie celular y la
hidrofobicidad durante el crecimiento de A. brasilense se relaciond con el incremento
de la adhesividad a vidrio y a poliestireno, aunque en medio nutritivo (Dufréne y
Rouxhet 1996). En R. leguminosarum, la limitacion de nutrientes favorece una mejor
adhesion de la bacteria a la raiz y el tipo de ayuno determina si la lectina del
hospedero participa en el proceso de adhesion (Smit et al. 1986). Nuestros resultados
con A. lipoferum 1842 mostraron un decremento en la expresion de lectinas y sdlo un
pequerio aumento en la cantidad y tipo de las proteinas de la superficie celular; por lo
tanto, existe la necesidad de mostrar si estos cambios afectan la adhesion de A.
lipoferum a raices.

6. Adhesion de Azospirillum a raiz de Zea mays.

Varias técnicas como, utilizacion de anticuerpos monoclonales fluorescentes,
sistema reportero GUS, fusion de Lac Z, han sido utilizados para marcar Azospirillum
para poder realizar estudios in situ en la rizésfera, asi como de colonizacién de
Azospirillum en suelo, rizosfera y raices (Assmus et al. 1995; Assmus et al. 1997,
Schank et al. 1979; Vande Broek et al. 1993).

A través de dichos estudios se ha podido comprobar que Azospiriflum no induce
la formacion de nodulos o la induccidn de otro tipo de estructuras en la superficie de
la raiz como la interaccion de Rhizobium con leguminosas. Los sitios de adhesion
observados, son los pelos radiculares, sitios de surgimiento de raices laterales, que
coinciden con los sitios de exudacion mas activa.

Estudios previos sobre interaccion de Azospirillum con raices de plantas se
han realizado por microscopia de luz y de fluorescencia (Schank et al. 1979),
microscopia de barrido y transmision de electrones, junto con marcado inmunolégico
de particulas de oro (Berg et al. 1979; Levanony et al. 1989; Bashan et al. 1991)
microscopia de luz, utilizando el sistema reportero GUS (Vande Broek et al. 1993) y
microscopia confocal detectando sondas de oligonucleotidos y anticuerpos
fluorescentes (Assmus et al. 1995; Assmus et al. 1997).

Recientemente, Gage et al. (1996) describe el uso de la proteina verde
fluorescente (GFP) de la medusa Aequorea victoria como marcador para visualizar los
eventos iniciales de la simbiosis entre Rhizobium meliloti y alfalfa.

Nosotros estudiamos la adhesion cualitativa de A. lipoferum 1842 y A.
brasilense Cd a raices de maiz, utilizando en dicho estudio, cepas de Azospirillum
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transformadas con un plasmido construido por Gage et al. (1996) que contiene el gene
para la expresion de una proteina verde fluorescente (GFP), mismo que introducimos
por conjugacion a A. brasilense Cd, Sp245 y A. lipoferum 1842, para visualizar la
adhesion de las cepas a raices de maiz por microscopia confocal y epifluorescencia.

Nuestras observaciones muestran algunos patrones y tendencias (Publicacion
V) previamente reportados en Azospirillum (Assmus et al. 1995; Arsene et al. 1994,
Vande Broek et al. 1992) asi como en Rhizobium meliloti (Gage et al. 1996). No se
observaron bacterias en la capsula de |la raiz de maiz no obstante que es el sitio de
mas activa exudacion. La adhesion fue observada siempre en la zona de elongacion y
en los pelos radiculares donde las bacterias forman agregados.

A diferencia de la adhesidn bacteriana a pelos radiculares, en la superficie de
la raiz las bacterias muestran un arreglo lineal y principalmente en las uniones de las
células epiteliales y posteriormente mas bacterias se van adhiriendo formando
agregados. Estas observaciones han sido reportadas por Vande Broek et al. (1993) en
A. brasilense en la superficie de raiz de trigo y por Gage et al. 1996 en Rhizobium
meliloti y alfalfa.

Para estudiar la influencia de varias de las alteraciones en la superficie celular
de Azospirillum en el proceso de adhesion, basamos nuestro trabajo en estudios
previos donde se demuestra la adhesidn de Azospirillum a células vegetales
desdiferenciadas (Eyers et al. 1988; Umali-Garcia et al. 1980).

Realizamos dos tipos de experimentos: 1) Azospirilum marcado con
isotiocianato de fluoresceina fue incubado con células en suspensién de maiz y la
adhesion se observd por microscopio de epifluorescencia; y 2) Azospirillum
transformado con el plasmido que codifica la GFP fueron incubados con células en
suspension de maiz y la adhesidn se observo a diferentes niveles de profundidad por
microscopia confocal.

Nuestros resultados muestran que en ambas metodologias las bacterias se
adhieren a células desdiferenciadas como previamente habia sido observado (Eyers et
al. 1988; Umali Garcia et al. 1980), sin embargo, nuestros experimentos con
Azospirillum transformado con el plasmido de la GFP muestra que, ademas de la
adhesidn a la superficie de las células de maiz, las bacterias penetran al interior de las
células (ver Anexo 2).

Una posible explicacion de estos resultados, podria ser el origen de el cultivo en
suspension, el cual fué obtenido para regenerar facilmente a protoplasto, por lo tanto
es necesario repetir estos experimentos usando otro cultivo en suspensién como
control.

Un estudio previo, utilizando A. brasilense Sp7, Sp245 y 7030 marcada
radioactivamente e inoculada a células en suspesion de Triticum monococcum y
observadas en microscopio electronico de barrido, muestra solo bacterias adheridas a
la superficie de las células en suspension (Eyers et al. 1988). Nuestras observacidnes
de bacterias que penetraron las células de maiz difieren de los publicados por varias
razones: primero, los cultivos vegetales en suspensidon tienen diferentes origenes.
Segundo, nosotros utilizamos diferentes cepas de Azospirillum (A. lipoferum 1842).
Adicionalmente, con microscopia de barrido no es posible hacer observaciones dentro
de la célula, a menos que se preparen cortes.
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Conclusiones.

1.

Bajo condiciones de cultivo estandar, los cultivos del género de Azospirillum
poseen una moderada hidrofobicidad en la superficie celular, aunque esta cambia
con condiciones nutricionales moderadas, extremas, o de estrés nutricional. Dado
el grado de hidrofaobicidad de la superficie celular de Azospirillum, es posible que
esta propiedad por si sola no determine la adhesion de la bacteria a células de
raices, sin embargo, puede cooperar simultaneamente con otros factores de
adhesion a fin de asegurar la adhesion de la bacteria a la planta.

La hidrofobina, aislada y caracterizada parcialmente de la superficie celular de A.
lipoferum 1842, es una proteina que parece tener tres isoformas, la cual esta
también presente en la superficie celular de A. brasilense Cd y Sp245 y ademas
tiene afinidad por varios azucares (actividad lectina).

Azospirillum posee varias lectinas asociadas con la superficie celular y que poseen
afinidad por varios residuos carbohidratos. Esta caracteristica le puede conferir a
Azospirillum la capacidad para adherirse a las raices de diferentes especies de
plantas.

A. lipoferum 1842 sobrevive muy bien bajo condiciones de estrés nutricional sin
desarrollar formas de resistencia. La bacteria mantiene su afinidad por los
carbohidratos, aunque en menor grado. La proteina hidrofébica tambien esta
presente aunque su concentracion se ve disminuida con el tiempo.

Aunque el modo de accidon de Azospirillum difiere del de otras asociaciones como
Rhizobium-leguminosas, existen algunas similaridades en el proceso de adhesion a
como ocurre en la adhesion de Rhizobium a raices, como por ejemplo, el
embeberse en el mucilago que rodea la raiz, el adherirse primero a los pelos
radiculares y en la superficie de la raiz, en las uniones de dos células epidermales,
independientemente de la bacteria y raiz de planta que se trate.

De acuerdo con los resultados que encontramos en la presente investigacion y en
base a la literatura disponible, propongo un modelo hipotético alterativo al modelo
propuesto por Del Gallo (1994).

Modelo hipotetico de adhesion de Azospirillum a raices de Del Gallo (1994).

La planta por quimiotaxis atrae a la bacteria. Una proteina presente en el exudado
de raiz esta involucrada.

Azospirillum se mueve hacia la raiz. La bacteria se une a la superficie de la raiz, el
flagelo y algunos componentes del glicocalix estan involucrados. Lectinas de planta
se unen a algunos componentes exocelulares de la bacteria. Fase | de la adhesion.
Mensajes desconocidos entre la bacteria y la planta. Podrian ser la union de otras
lectinas y polisacaridos, o flavonoides como en el caso de la simbiosis Rhizobium-

leguminosas.

Azospirillum produce fibrillas de celulosa , que adhieren mas fuertemente a la
bacteria. Fase Il de la adhesion (anclaje).

Otros intercambios, desconocidos hasta la fecha, se llevan a cabo y la asociacion
entre la bacteria y la planta se establece. La bacteria produce substancias
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promotoras de crecimiento de la planta y un estimulo de |la produciéon de hormonas
endogenas de la planta se inicia.

b) Modelo hipotético de Adhesion de Azospirillum a raices modificado de acuerdo a los
resultados que encontramos en la presente investigacion y en base a la literatura
disponible ( fig. 1y 2).

1. Azospirilum se mueve inespecificamente hacia la raiz, flagelo y fimbria estan
involucrados (Croes et al. 1993; Madi et al. 1988).

2. Azospirillum entra en contacto con la raiz, primero con el flagelo y después con la
fimbria, que tiene propiedades hidrofobicas (Irvin 1990). Esta es una interaccién debil.

3. Proteinas tipo lectinas expuestas en la superficie celular estan involucradas en
reconocer residuos carbohidrato en la raiz de la planta (Castellanos et al. 1998).

4. Azospirillum empieza a agregarse, entre ellas mismas por medio de la actividad de
polisacaridos secretados por la bacteria y forma una red de material fibrilar (Bashan et

al. 1991).

5.  Azospirillum obtiene suficientes nutrientes de los exudados de raiz y empieza a
dividirse y colonizar produciendo moléculas benéficas para la planta como
fitohormonas (Picoli y Bottini 1994).

Fig. 1 Modelo hipotético de la adhesion de Azospirillun a raices. Los numeros
representan cada uno de los pasos del proceso descrito en el texto.
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Figura 2. Eventos moleculares de |a adhesion de Azospirillun a raices.
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Son necesarios datos adicionales para establecer una clara visiéon del proceso
inicial de adhesidon. Se ha establecido que la carga y la hidrofobicidad de la superficie
celular depende de varios parametros como son condiciones de cultivo o nutrientes. El
estudio de los factores de adhesion resultan fundamentales para el entendimiento de
los factores que controlan el proceso de asociacion y colonizacion de plantas por
Azospirillum,  que nos permitiran mejorar la forma y presentacion en que
biofertilizantes son preparados a base de bacterias para obtener mejores inoculantes.

La importancia de la presente investigacion al campo de la adhesidn de
Azospirillum a raices, reside en la evidecia de que proteinas tipo lectinas en la
superficie celular de Azospirillum con afinidad por varios monosacaridos exudados por
raiz. ‘

Estudios futuros son necesarios para determinarel grado en el que estas
proteinas tipo lectinas estan involucradas en los procesos iniciales de adhesion

celular.
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Anexo 1

Tabla 1. Aglutinacion con lectinas.

A. brasilense A. lipoferum

Lectin 245 7030 |6 1842 |33 37 779

Lotus tetragonolobus - - - - - - -

WGA - - - - - - -

Vicia villosa - - - - - - -

Lens culinaris - - - - - - -

Peanut - - - - - - -

Pisum sativum - - - - - - -

Crotalaria juncea - - - - ++ ++ -

Concanavalin A - - - - + - +

Vicia ervilia - - - - - - -

Helix pomatia - - - - + + +

Codium fragile - - - - - - +

Bauhinia purpurea - - - - - - -

Anguilla anguilla - - - - - - -

Phaseolus vulgaris - - - - - - -

Datura stramonium - - - - - - -

Micoplasma gallisepticum - - - - - - -

Cicer arietinum - - - - - - -

Limulus polyphemus - - - - - - -

Phytolacca americana - - - - - - _

Vicia fava - - - - - - -

Zea mays - - - - - - -

Ninguna de las cepas de A. brasilense aglutino con ninguna de las lectinas probadas,
y A. lipoferum aglutino solo con cuatro de las lectinas probadas.

Las bacterias que nostraron aglutinacion fueron tratadas con los azucares por los que
tiene afinidad las lectina que los aglutino para por inhibicidon mostrar la afinidad.



Ademas también fueron tratadas con quimicos como NaBH,, NalO, y H,SO,
Crotalaria funcia es una lectina de una leguminosa que tiene afinidad por: D-galactosa
> D-lactosa>D-melobiosa>L-rafinosa>D-N-acetil-galactosamina.

Helix pormatia: D-N-acetil galactosamina.

Tabla 2
A.lipoferum Sp-33 A. lipoferum Sp-37

Lectina NaBH, NalO, H,SO, NaBH, NalO, H,SO,

Crotalaria ++ - + + + +
juncea
Tabla 3.

A. lipoferum Sp-779
NaBH, NalO, H,SO,
Helix pomatia - - -

Concanavalina A es una lectina aislada defrijol (Canavalina ensiformis) y tiene
especificidad por o -mannose y a-glucose.

Helix promatia aglutina celulas bacterianas (Prokop et al. 1968) como cepas de E. coli
O, Oge, 0,44, and O, algunas Salmonella de los grupos B, C, D, y E,
Corynebacterium diphtheriae del tipo grave, medio e intermedio, la mayoria de las
cepas de Staphylococcus aureus, y Streptococci de los grupos C y H, otros
streptococci no presentan reaccion.



Figura 1. A. lipoferum 1842 incubada con lectina de maiz marcada con isotiocianato
de fluoresceina, observada en microscopia de epifluorescencia.

Figura 2. A. lipoferum 1842 incubada previamente con lactosa y posteriormente con la
lectina de Maiz. La inhibicion no fue total, las bacteria se marcaron aunque
tenuemente y continuaron agregandose.



Anexo 2

Fig.1. Imagen de microscopia confocal mostrando células de maiz incubadas con A. lipoferum
1842. Las bacterias (color verde) estan dentro de las células. A) aumento 10X B) aumento 40 X



