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Resumen:

En el presente trabajo se estudié la adherencia de Azospirillum brasilense a maiz y
su colonizacion bajo condiciones de estrés salino generado mediante el agregado de 300
mM de NaCl. Se observé una disminucién significativa en el nimero de bacterias que se
adhieren a rafces de maiz tanto en la fase de adsorcién, como en la de anclaje. La
colonizacion de raices de plantulas de maiz también se encontré alterada en estas
condiciones. Cuando se analizaron componentes superficiales de la bacteria
posiblemente implicados en la adherencia y colonizacion, se encontré que el estrés salino
produce alteraciones en la produccién de exopolisacaridos (EPS), en el perfil
electroforético de lipopolisacaridos (LPS) y de proteinas de membrana externa. También
se encontraron cambios significativos en componentes del periplasma de Azospinllum
brasilense reflejados en modificaciones tanto en el perfil electroforético de las proteinas,
como en el cromatografico de glucanos con marcada disminuciéon en la producciéon de
estos ultimos.

La transcripcion de genes promotores de la fijacién de nitrégeno tales como nifA y
nifH, se encontré alterada en estrés salino, como asi también la induccién de éstos por
exudados radicales de maliz, sugiriendo que las alteraciones producidas por la salinidad
afectan la respuesta de la bacteria a los exudados radicales. La transcripcién de nifH en
condiciones de salinidad esta disminuida significativamente, lo que afectaria en forma
negativa la capacidad de fijar nitrégeno.

Con el propésito de analizar con mas detalle la participacion de polisacaridos
superficiales en la adhesion y colonizacién radical, como asi también en la tolerancia a
salinidad, se generaron y caracterizaron mutantes por insercién Tn5 con alteraciones en
el péptidoglucano, la produccién de EPS vy Ia sintesis del LPS. Dichas mutantes fueron
empleadas en estudios de tolerancia a salinidad, adherencia y colonizacién de raices de
maiz. Una de las mutantes alteradas en la sintesis del péptidoglucano e hiperproductora
de EPS, mostré un retardo significativo en el crecimiento en medios salinos comparado
con la cepa salvaje. Ademas se observé una capacidad muy disminuida para colonizar
raices de malz tanto en condiciones normales como de estrés salino. Los resuitados
sugieren que el péptidoglucano como asi también los EPS podrian estar involucrados
tanto en la tolerancia a estrés salino como en la colonizacion radicular. El fragmento
EcoRI interrumpido por el Tn5 fue clonado, subclonado y parcialmente secuenciado. Los

1



datos de secuencia indican que la produccién aiterada de EPS podria estar asociada a
una alteracioén primaria en la sintesis del péptidoglucano causada por mutacién en la D-
alanina-D-alanina ligasa.

La mutante Tn5 con alteraciones en el perfil electroforético de los LPS tiene una
capacidad muy disminuida de colonizar las raices de maiz en condiciones normales, pero
muestra mayor colonizacién que la cepa salvaje bajo condiciones de estrés salino. La
adherencia de esta mutante no se encuentra alterada. El fragmento EcoR! interrumpido
por el TnS fue clonado, subclonado y secuenciado. La secuencia parcial mostro
significativa similitud con glucosa-1-fosfato timidil transferasa de Salmonella enterica, E.
coli, Shigella flexneri, Salmonella typhimurium y Sinorhizobium meliloti. Esta enzima
participa en la biosintesis del LPS y en S. meliloti esta implicada en la biosintesis del
EPSII.

Por otra parte, se obtuvo una mutante Tn5-/acZ que presenta una disminucién en
la tolerancia a estrés salino, la cual permitira estudiar los mecanismos de osmotolerancia.

Los resultados en su conjunto indican que los procesos de adherencia y
colonizaciéon de Azospinillum brasilense se encuentran alterados bajo condiciones de
salinidad. Posiblemente estas alteraciones estén asociadas a los cambios observados en
los componentes de la superficie bacteriana producidos por el estrés salino.

Esta es la primera evidencia que refleja una posible participacion de los LPS de A.
brasilense en la colonizacién de raices de maiz, como asi también el primer estudio
donde se obtienen y caracterizan mutantes de A. brasilense alteradas en la sintesis del
péptidoglucano.



Abstract:

The effect of saline stress on the adherence of Azospirillum brasilense to maize
roots and the further colonization is studied. Bacteria growing in 300 mM NaCl are
impaired to adhere to the root at both levels, adsorption and anchoring. Colonization is
also altered. Looking for the molecular mechanisms of the alteration, changes in the LPS,
EPS and protein composition of the bacterium surface were found. Moreover, periplasmic
proteins and glucans aiso showed different patterns. Transcription of N, fixation promoter
genes such as nifA and nifH was altered under saline stress, as well as their induction by
the root exudates. One could infere that the molecular alterations caused by salinity are
affecting the response of the bacteria to the exudates. nifH transcription is significantly
diminished sugesting that nitrogen fixation could be affected.

With the objective to analyse in detail the participation of surface polysaccharides

in the root attachment and colonization, two Tn5 mutants were obtained and
characterized. One of them was altered in the peptidoglycan and in the EPS production
and showed a significant growth delay in salinity when compared with the wild type strain.
This mutant was impaired to colonize roots both, in standard conditions and under saline
stress. The results indicate that the peptidoglycan and the glucans are involved in the
salinity tolerance and in the root colonization. Genetic studies demonstrated that the
altered production of EPS could be associated to an alteration in the synthesis of the
peptidoglycan caused by a mutation in the D-alanine-D-alanine ligase.
The Tn5 mutant with an altered LPS pattern showed an impairment to colonize the roots
under standard conditions, but a better colonization when plants are under saline stress.
Genetic studies showed that the altered LPS pattern is associated with an enzyme that
participates in the LPS biosynthesis (glucose-1-phosphate thymidylyltransferase).

A Tn5-lacZ mutant sensible to saline stress was obtained and will allow to study the
osmotolerance mechanisms.

In conclusion, the results indicate that the adherence and colonization processes of
Azospirnllum brasilense Cd were altered under saline stress. The molecules affected are
LPS, EPS, glucans and proteins.
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l.1. La problematica actual:

A partir del siglo XVII, los grandes avances del conocimiento cientifico, la
agricultura, la industria, la medicina y la organizacién social hicieron posible que la
poblacion creciera de forma considerable. Las maquinas fueron sustituyendo poco a
poco la mano de obra humana y animal, aumentando lentamente el conocimiento y los
medios para controlar las enfermedades. La poblacién mundial se quintuplicé en 300
afos (pasando de 500 millones en 1650 a 2.500 millones en 1950) y el crecimiento fue
mas espectacular en las regiones donde se inventaron y aplicaron nuevas tecnologias.

Hacia 1950 se inicia una nueva fase en el crecimiento de la poblacion. Se logra
controlar el hambre y las enfermedades incluso en zonas que no habfan alcanzado
todavia un alto nivel de escolarizacion o que no estaban tecnolégicamente
desarrolladas. Las causas de este cambio fueron el bajo coste de importacién de
vacunas, antibiéticos, insecticidas y variedades de semillas de alto rendimiento. Al
mejorar la red de abastecimiento de agua, las instalaciones de alcantarillado y las redes
de transporte, aumentaron las cosechas y disminuy6 de forma notable el nimero de
fallecimientos por enfermedades infecciosas y parasitarias. En la mayor parte de los
paises mas desarrollados, la esperanza de vida al nacimiento pasé de 35-40 afios en
1950 a 61 aflos en 1990. La rapida disminucién de fallecimientos en una poblacién con
altos indices de fertilidad hizo que muchos paises en vias de desarrollo alcanzaran un
indice de crecimiento anual superior al 3,1%, indice que duplicaria la poblacion en
veintitrés afos.

Las estimaciones de las Naciones Unidas publicadas en 1990 indican que la
poblacién mundial pasara de 5.300 millones de personas en 1990 a 6.200 millones en el
afio 2000 y a 8.500 millones en el 2025. Las estimaciones maxima y minima para el afo
2025 son de 9.100 millones y 7.900 millones respectivamente.

En los paises en vias de desarrollo mucha gente padece ligeras deficiencias
caloricas, y la mayoria de los habitantes padece deficiencias sustanciales en proteinas,
minerales y vitaminas. Entre 1988 y 1990, se estimé que alrededor de un 20% de los
habitantes de las regiones en desarrollo se alimentaba de forma inadecuada.

El suministro total de alimentos estd en funcion de la supefficie de tierra
dedicada al cultivo y al rendimiento por unidad de superficie. Es posible, en muchas



situaciones, aumentar la superficie dedicada a la produccion de alimentos, pero la
viabilidad econémica de un proyecto semejante es a menudo cuestionable. Con todo,
existen grandes posibilidades de incrementar la produccién de alimentos por unidad de
superficie, tanto en los paises desarrollados como en los paises en vias de desarrollo, y
se han logrado ya considerables avances en este sentido. La produccién total a nivel
mundial crecié a un promedio anual de un 2% entre 1981 y 1991. Entre los paises en
vias de desarrollo, la tasa de crecimiento fue de alrededor de un 3,3%, pero el
incremento en la produccion de alimentos se vio en gran medida contrarrestado por el
subsiguiente incremento de la poblacién.

Un requerimiento fundamental para incrementar el rendimiento en la produccion
de alimentos procedentes de los cultivos y los animales es introducir un cambio en la
actitud del ser humano respecto a su medio ambiente. La explotacién debe abrir paso al
reconocimiento de que la capacidad de sustento de la Tierra es limitada y del empleo de
aquellas practicas que mantengan o aumenten esta capacidad.

Los mayores incrementos en la produccion de alimentos han sido resuitado de
adelantos cientificos y tecnol6gicos, en especial, en los campos de la calidad nutritiva, la
genética vegetal y animal, el control de plagas y enfermedades, y la aiteracién dei medio
ambiente. Se han logrado éxitos espectaculares en los paises desarrollados, y se han
registrado, como resultado, grandes incrementos en el suministro de viveres de ciertos
paises en vias de desarrolio.

La agricultura moderna depende en gran medida de la ingenieria, la tecnologia y
las ciencias biol6gicas y fisicas: el riego, el drenaje, la conservacion y la canalizacion,
campos todos importantes para garantizar el éxito en la agricultura.

Casi el 50% de la poblacién del mundo se dedica a la agricultura. La distribucion,
a finales de la década de 1980, variaba desde un 64% de la poblacién activa en Africa
hasta un 4% en Estados Unidos y Canada. En Asia, la cifra era de un 61%; en América
del Sur, un 24%; en Europa del Este y la antigua Unién Soviética (URSS), el 15%, y el
7% en Europa Occidental.

El paso hacia un incremento en la produccién en el periodo posterior a la
Il Guerra Mundial fue el resultado de una nueva explosién demografica. La necesidad
de mas alimentos fue paliada en parte por la llamada revolucién verde, que implicé el
cultivo selectivo de cosechas tradicionales en busca de mayores rendimientos, nuevos



hibridos, y métodos de cultivo intensivo adaptados a los climas y condiciones culturales
de paises densamente poblados como India. La crisis mundial del petréleo a mediados
de la década de 1970, no obstante, redujo el abastecimiento de fertilizantes
nitrogenados necesarios para el éxito de las nuevas variedades. Simultaneamente, un
clima erratico y desastres naturales como la sequfa y las inundaciones redujeron las
cosechas en todo el mundo. Parecia inminente el hambre en el subcontinente indio, y la
hambruna se generaliz6 en muchas partes de Africa al sur del Sahara. La situacién
econdmica, en especial la inflacién descontrolada, amenazaban por igual al productor y
al consumidor de alimentos. Estos problemas se convirtieron en los factores
determinantes del cambio y el desarrollo agricolas.

El rapido avance tecnolégico producido durante la Revolucién Industrial, trajo
consigo el descubrimiento, uso y explotacién de los combustibles fésiles, asi como la
explotacién extensiva de los recursos minerales de la Tierra. Fue con la Revolucién
Industrial cuando el hombre empezé realmente a cambiar la faz del planeta, la
naturaleza de su atmoésfera y la calidad de su agua. Hoy, la demanda sin precedentes a
la que el rapido crecimiento de la poblacién humana y el desarrollo tecnolégico someten
al medio ambiente esta produciendo un declive cada vez mas acelerado en la calidad de
éste y en su capacidad para sustentar la vida.

Uno de los impactos que el uso de combustibles fésiles ha producido sobre el
medio ambiente terrestre ha sido el aumento de la concentracién de diéxido de carbono
(CO9) en la atmosfera. Lo significativo de este cambio es que ha provocado un aumento

de la temperatura de la Tierra a través del proceso conocido como efecto invernadero.
El calentamiento global de la atmoésfera tiene graves efectos sobre el medio ambiente:
acelerando la fusién de los casquetes polares, haciendo subir el nivel de los mares,
cambiando el clima regional y globalmente, alterando la vegetacién natural y afectando
a las cosechas.

Asociada también al uso de combustibles fésiles, se encuentra la deposicion
4cida. La lluvia acida es un importante problema global, ya que corroe los metales,
desgasta los edificios y monumentos de piedra, dafia y mata la vegetaciéon y acidifica
lagos, corrientes de agua y suelos.

El uso extensivo de pesticidas sintéticos derivados de los hidrocarburos clorados
en el control de plagas ha tenido efectos colaterales desastrosos para el medio
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ambiente. Estos pesticidas organoclorados son muy persistentes y resistentes a la
degradacién biolégica. Muy poco solubles en agua, se adhieren a los tejidos de las
plantas y se acumulan en los suelos, el sustrato del fondo de las corrientes de agua y
los estanques, y la atmésfera. Una vez volatilizados, los pesticidas se distribuyen por
todo el mundo, contaminando areas silvestres a gran distancia de las regiones
agricolas, e incluso en las zonas artica y antartica.

Un ndmero cada vez mayor de seres humanos empieza a cercar las tierras
virgenes que quedan, incluso en d4reas consideradas mas o menos a salvo de la
explotacion. La insaciable demanda de energia ha impuesto la necesidad de explotar el
gas y el petréleo de las regiones articas, poniendo en peligro el delicado equilibrio
ecologico de los ecosistemas de tundra y su vida silvestre. Los bosques tropicales,
sobre todo los del sureste de Asia y los de la cuenca del rio Amazonas, estan siendo
destruidos a un ritmo alarmante para obtener madera, despejar suelo para pastos y
cultivos, para plantaciones de pinos y para asentamientos humanos. Esta deforestacién
tropical podria llevar a la extincion de hasta 750.000 especies, lo que representaria la
pérdida de toda una multiplicidad de productos: alimentos, fibras, farmacos, tintes,
gomas y resinas.

La erosion del suelo se estd acelerando en todos los continentes y esta

degradando entre la quinta y la tercera parte de las tierras de cultivo de todo el mundo, lo

que representa una seria amenaza para el abastecimiento globa! de viveres. Por ejemplo,

la erosiéon est4d minando la productividad de un 34% del total de las tierras de cultivo de

Estados Unidos. En el Tercer Mundo, la creciente necesidad de alimentos y lefia han

tenido como resultado la deforestacién y cultivo de laderas con mucha pendiente, lo que

ha producido una severa erosion de las mismas. Para complicar ain mas el problema,

hay que tener en cuenta la pérdida de tierras de cultivo de primera calidad debido a
industria, los pantanos, la expansion de las ciudades y las carreteras. La erosion del sue

y la pérdida de las tierras de cultivo y los bosques reduce ademas fa capacidad de

la
lo

conservacion de la humedad de los suelos y aflade sedimentos a las corrientes de agua,

los lagos y los embalses.

En junio de 1992, la Conferencia sobre Medio Ambiente y Desarrollo de las
Naciones Unidas, también conocida como la Cumbre de la Tierra, se reunié durante 12
dias en Rio de Janeiro, Brasil. Esta cumbre desarrollé y legitimé una agenda de
medidas relacionadas con el cambio medioambiental, econémico y politico. El proposito
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de la conferencia era determinar qué reformas medioambientales eran necesarias
emprender a largo plazo, e iniciar procesos para su implantacion y supervisién
internacionales. Los principales temas abordados en estas convenciones incluian el
cambio climatico, la biodiversidad, la proteccién forestal, la Agenda 21 (un proyecto de
desarrollo medioambiental de 900 paginas) y la Declaracién de Rio (un documento de
seis paginas que demandaba la integracién de medio ambiente y desarrollo econémico).
La Il Cumbre de la Tierra, celebrada en junio de 1997 en Nueva York, tuvo como
principal objetivo constatar las decisiones tomadas en Rio de Janeiro, no arrojando
nada concluyente en lo que se refiere a las medidas a adoptar para combatir la situacién
del hambre en el mundo y al crecimiento de la poblacién mundial. Las perspectivas de
futuro, en lo que al medio ambiente se refiere son poco claras.

A pesar de nuestros conocimientos sobre cdmo reducir [a erosién del suelo, éste
continta siendo un problema de alcance mundial. Esto se debe, en gran medida a que
muchos agrénomos y urbanistas muestran un escaso interés por controlarla. Por ultimo,
la destruccién de tierras virgenes, tanto en las regiones templadas como en las
tropicales, puede producir una extincion masiva de formas de vida vegetales y animales.

El impacto de la especie humana sobre el medio ambiente ha sido comparado
con las grandes catastrofes del pasado geolégico de la Tierra; independientemente de
la actitud de la sociedad respecto al crecimiento continuo, la humanidad debe reconocer
que atacar el medio ambiente pone en peligro la supervivencia de su propia especie.

I.2. El cultivo de maiz:

El maiz es originario de América, donde era el alimento basico de las culturas
americanas muchos siglos antes de que los europeos llegaran al Nuevo Mundo.

El maiz es un alimento basico para el hombre y una importante planta forrajera
para los animales. Constituye una fuente excelente de hidratos de carbono; el grano de
maiz contiene un 13% de proteinas y un 7% de grasas, por lo que la dieta debe
complementarse con alimentos proteicos.

La mazorca de maiz y sus desechos, hojas, tallos, raices y orujos contiene gran
cantidad de furfural, utilizado en la fabricacion de fibras de nailon y plasticos de fenol-
formaldehido, el refino de resinas de madera, la obtencién de aceites lubricantes a partir
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del petrdleo y la purificacién del butadieno para producir caucho sintético. Con las
mazorcas molidas se fabrica un abrasivo blando. Con las mazorcas de gran tamafo de
cierta variedad se hacen pipas para tabaco. El aceite de maiz, extraido del germen del
grano, se consume como grasa alimenticia, tanto para cocinar como crudo o
solidificado, en forma de margarina; también se emplea en la fabricacién de pinturas,
jabones y lindleo. La investigacién de nuevas fuentes de energia se ha fijado en el maiz;
muy rico en azucar, a partir de €l se obtiene un alcohol que se mezcla con petréleo para

formar el llamado gasohol; las partes vegetativas secas son importante fuente potencial
de combustible de biomasa.

En términos de rendimiento mundial, el maiz es en este momento el tercer cultivo
para grano mas importante, siguiendo muy de cerca al arroz. En nuestro pais, en los
ultimos afios la utilizacién del grano de maiz se ha ido incrementando de manera tal que
durante el periodo 1987/1996 alrededor de 1,4 millones de toneladas se industrializaron
anualmente; a su vez, durante dicho periodo, el volumen de grano de este cuitivo
destinado a la industria se increment6 a razén de aproximadamente 30 mil toneladas
por afio (Bolsa de Cereales, 1997). Es de destacar que Coérdoba es la segunda
provincia en orden a la produccion agricola del pais en general, y de maiz en particular
(25%), después de Buenos Aires. En el centro-sur de la provincia se ha empezado a
desarrollar la siembra directa de este cultivo (Espésito et al., 1997) como sistema que
tiende a conservar el recurso suelo, contrarrestando los aspectos negativos asociados
al laboreo convencional (Marelli, 1994). Sin embargo, es sabido que durante los
primeros afios de implementada la siembra directa, existe una menor disponibilidad de
nutrientes para los cultivos. A este problema se le asocian otras condiciones de
infertilidad del suelo; asi, en la zona centro-sudeste de la Provincia de Cérdoba, area
representativa de la subregién Pampa inferior, existen mas de 1,5 x 10° ha (Cantero y
Canta, 1980, citado en Cantero et al, 1996) con caracteristicas hidrohalomérficas
vinculadas a deficiente drenaje superficial y subterraneo. Los desajustes en el uso
agricola de las tierras de esta area han incrementado los riesgos de deterioro por
salinizacién, lo cual se ha traducido en un aumento de la superficie afectada,
habiéndose revegetado con especies de baja preferencia animal y limitado potencial
productivo (Cantero et al., 1996). Ademas de lo mencionado especificamente para la
provincia de Coérdoba, en todos los continentes hay extensas areas con suelos
afectados por problemas de salinidad y/o alcalinidad. Segun Graham (1991) en Latino
América, la superficie afectada es de 400 a 950 millones de ha.
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De todo lo expresado mas arriba surge el siguiente planteo:

¢COmo mejorar el rendimiento de las cosechas de cereales como el maiz en la
region y el pals, teniendo en cuenta la problematica actual concemiente al crecimiento de
la poblacién y la gran demanda de alimento, sumado a los problemas de cambios
climaticos, efecto invernadero, contaminacién, mal aprovechamiento de los suelos y
condiciones de infertilidad?

1.3. Rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal:

Una respuesta a la pregunta del parrafo anterior es la posibilidad de implementar
inoculaciones con microorganismos de suelo capaces de promover el crecimiento
vegetal, denominadas colectivamente rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal
(PGPR). Ello permitiria, ademas, lograr un reemplazo parcial de los fertilizantes, que son
agregados en elevadas cantidades en los cultivos, disminuyendo el peligro de
contaminacion y desequilibrio en el medio ambiente, al mismo tiempo que se reducirian
los costos. En este sentido, Débereiner (1997) afirma que Brasil se ha convertido en el
pais con menor aplicacidn de fertilizantes nitrogenados, siendo reemplazados por la
fijacién biologica de nitrogeno (FBN).

La FBN por leguminosas en simbiosis con Rhizobium spp, ha sido bien estudiada
desde su descubrimiento por Hellriegel y Wilfarth (1888). En el caso de los principales
granos para alimentacion y forraje, como cereales (maiz, trigo, arroz, sorgo, mijo) y
gramineas, al no pertenecer a la familia de las leguminosas, se pens6 inicialmente que no
tenian potencial en lo que respecta a la FBN. Esporadicos reportes de fijacion de
nitrégeno no simbibtica asociada con gramineas tropicales aparecieron hace tres
décadas, pero dicho descubrimiento parecia controversial, hasta que el desarrollo de la
técnica de reduccion del acetileno condujo a la estimacion “in situ” de la actividad
nitrogenasa (Schélhom y Burris, 1966). Con esta herramienta, la FBN no simbidtica
quedé demostrada de manera inequivoca en arroz, maiz, mijo y una variedad de
gramineas tropicales (Dommergues et al., 1973; Yoshida y Ancajas, 1973; Smith et al.,
1976). Estos descubrimientos fueron el detonante para el inicio de una intensa busqueda
de asociaciones entre microorganismos diazotréficos y no leguminosas.

Asli, numerosas bacterias fijadoras de nitrégeno fueron identificadas y clasificadas
en diversos géneros incluyendo Enterobacter, Klebsiella, Azotobacter, Azospirillum,
Bacillus, Clostridium, Pseudomonas y otros. Estos microorganismos fueron aisiados a



partir de suelo rizosférico, superficie radical y aun del interior de las raices, donde
ocasionalmente se encuentran en nimeros elevados (Van Berkum y Bohlool, 1980;
Elmerich, 1985; Balandreau, 1986; Débereiner y Pedrosa, 1987).

1.4. El género Azospirillum:

Aunque Azospirillum fue descubierto inicialmente por Beijerinck (1925) como una
bacteria de suelo, Gram negativa, de forma espiralada y posiblemente fijadora de
nitrégeno, no se prest6 suficiente atencién a este descubrimiento, lo cual condujo a que
se olvidara por cincuenta afios. El género fue redescubierto durante la busqueda de
fijadores de nitrégeno asociativos, aislandose de las raices de Digitaria y Zea mays (Von
Bulow y Ddbereiner, 1975; Day y Débereiner, 1976). Posteriormente Azospirillum ha sido
aislado a partir de una amplia variedad de plantas incluyendo numerosas gramineas y
cereales de casi todo el mundo, tanto en climas tropicales, como templados y frios,
plantas desérticas, plantas de pantanos y suelo afectados por salinidad (Haahtela et al.,
1981; Lamm y Neyra, 1981; Rao y Venkateswarlu, 1982; Klossak y Bohlool, 1983; Krieg y
Débereiner, 1984; Reinhold et al., 1987). Sin embargo solo en la rizosfera de algunas
vegetaciones tropicales, Azospirillum se encuentra en cantidades importantes. En
habitats frios y templados estas bacterias son desplazadas por microorganismos
rizosféricos mas competentes.

El nimero de bacterias fijjadoras de nitrégeno asociativas fue incrementandose,
con el descubrimiento de nuevas especies. De esta manera Acetobacter fue descubierto
en asociacion con cafla de azicar y llamado Acetobacter diazotrophicus. Este
microorganismo presenta caracteristicas inusuales con respecto a la FBN (D&bereiner,
1989). En la actualidad, el género Azospirillum cuenta con las siguientes especies: A.
brasilense, A. lipoferum, A. amazonense, A. halopraeferens y A. irakense.

La contribucion a la nutricion de la planta, ha sido una materia de controversia por
mucho tiempo. A comienzo de la década del 80 las técnicas de balance de nitr6geno y
N demostraron que en sistemas tropicales, las bacterias fijadoras de nitrégeno
asociativas contribuian significativamente al aporte de nitrégeno de la planta (App et al.,
1980; Eskew et al, 1981; Boddey et al., 1983) Sin embargo en climas templados
pareceria que no ocurre fijacién de nitrégeno. En ambas asociaciones de Azospirillum
(climas templados y tropicales), la incorporaciéon de nitrégeno fijado bioldégicamente a la
planta resulté ser menor que la esperada e insuficiente para justificar el incremento en el
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contenido de nitrégeno de las plantas inoculadas en comparacion con las no inoculadas
(Kapulnik et al., 1985; Boddey et al., 1986). Solamente en la asociacién entre Azospirillum
halopraeferens con Kallar grass podria ser demostrado un flujo de nitrégeno fijado
biolégicamente hacia la planta (Malik y Zafar, 1985).

A pesar de ello la inoculacién con Azospirillum puede producir un incremento
significativo en la cosecha de granos bajo ciertas condiciones de suelo y medio ambiente,
aun en ausencia de un sustancial aporte de nitrégeno fijado biolégicamente, por lo que es
considerado como PGPR (Croes et al., 1993).

De lo mencionado anteriormente resulta evidente que procesos adicionales,
distintos de la fijacion de nitrégeno, deberian ser los responsables de estos efectos
benéficos. A consecuencia de ello se expandié la busqueda de dichos efectos sobre el
crecimiento de la planta en las inoculaciones con Azospirillum, dejando por un momento
de lado el unico foco de estudio en ese entonces en las rizobacterias diazotréficas, la
FBN. Actualmente el énfasis esta puesto en la asociacion con las raices de las plantas y
en elucidar los mecanismos de interaccion.

A pesar de la gran cantidad de datos e)zperimentales acumulados, concernientes a
la estimulacion del desarrollo de la planta por Azospirillum, el modo exacto de accién por
el cual la bacteria es capaz de estimular el crecimiento de la planta no se conoce en su
totalidad. Tres mecanismos han sido propuestos:

- Fijacion de nitrégeno, mediante el cual el nitrégeno molecular es reducido a compuestos
asimilables por la planta.

- La produccién de sustancias semejantes a fitohormonas, que alteran el crecimiento y
morfologia de la planta.

- La reduccion bacteriana de nitratos, la cual incrementa la acumulacién de nitrégeno en
plantas inoculadas.

1.5. Fijacion de nitrégeno:

Azospinillum spp. fija nitrégeno atmosférico a bajas tensiones de oxigeno bajo
condiciones de ayuno de amonio. La reduccién del nitrégeno molecular es catalizada por
la enzima nitrogenasa, una enzima compleja que consiste de dos componentes: (1)
dinitrogenasa o proteina Fe-Mo (producto de los genes nifDK), la cual contiene el sitio
activo de la reduccién del dinitrégeno, y (2) la dinitrogenasa reductasa o proteina Fe
(producto del gen nifH), la cual suministra el poder reductor a la dinitrogenasa. La fijacién
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biolégica de nitrégeno es un proceso que demanda un alto costo energético, por lo cual
esta sujeto a un estricto control en todos los diazétrofos. En este sentido, Azospirillum
tiene un complicado sistema para el control de la fijacién de nitrégeno en respuesta a las
condiciones del medio ambiente (Zhang et al., 1997; Elmerich et al., 1997); y éste es
ejercido tanto a nivel de sintesis como de actividad de la nitrogenasa (Vande Broek y
Vanderleyden, 1995). Como es el caso de todas las bacterias Gram negativas fijadoras de
nitrégeno estudiadas hasta ahora, la expresion de los genes nifHDK en Azospinillum es
dependiente de un factor sigma alternativo, ¢™ (NtrA, RpoN), y de la proteina activadora
transcripcional NifA. La inactivacion de los genes nifA o ntrA en A. brasilense conduce a
mutantes que exhiben un fenotipo Nif. No se observa expresion de nifH en estas
mutantes, lo cual refieja el estricto requerimiento de o™ y NifA para la activacién de los
genes estructurales de la nitrogenasa (Liang et al., 1991; Milcamps et al., 1994).

Los genes para la fijacion de nitrdgeno estan muy conservados entre los
diazétrofos y el requerimiento del producto de nifA para su activacion parece ser una regla
general en proteobacterias. Sin embargo diferentes vias regulatorias para el metabolismo
del nitrégeno han evolucionado en diferentes grupos de bacterias fijadoras de nitrégeno.
En el sistema modelo de Klebsiella pneumoniae, los genes ntrBC y ginA se encuentran
agrupados y codifican para las proteinas regulatorias de dos componentes NtrB y NtrC y
glutamina sintetasa (GS), respectivamente. La proteina Py, codificada por ginB, que se
encuentra en el cromosoma, juega un rol central, coordinando la respuesta del sistema
Ntr al estatus intracelular de nitrégeno. Segun la proporciéon entre las concentraciones de
2-cetoglutarato y glutamina, la uridilil transferasa cambia esta proteina de una forma
uridilitada, P-UMP, bajo condiciones de limitacién de nitrégeno, a una forma no uridililada,
Py, bajo condiciones de exceso de nitrogeno. Cuando P, estd ausente o bajo su forma
uridililada, NtrB fosforila NtrC. NtrC-P activa la transcripcién de ginA-ntr8C, lo cual resulta
en un aumento en los niveles de sintesis de NtrB, NtrC y GS. NtrC-P también activa el
operon nifLA, y el producto de nifA activa los otros operones nif. La transcripcion de todos
estos genes requiere la presencia de un factor ¢* codificado por ntrA (rpoN). PrUMP
también promueve la formacion via ATasa (adenilil transferasa) de una GS no adenililada
activa. Contrariamente, bajo condiciones de exceso de nitrégeno, P, no es uridililada. NtrB
desfosforila a NtrC-P. La forma no modificada de NtrC reprime la transcripcion de ginA-
ntrBC e interrumpe la transcripcién de nifLA y de todos los otros operones nif. Py no
uridililada también promueve la formacién via ATasa de una forma de GS adenililada
inactiva ( de Zamaroczy et al., 1993).
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En A. brasilense la actividad GS es modulada por adenililacion. Cepas mutantes
dafiadas en la actividad GS vy fijacién de nitrégeno han sido aisladas por mutagénesis
quimica. Su fenotipo fue GIn” Nif o Gin™ Nif° ( actividad nitrogenasa en presencia de NH,).
Un plasmido conteniendo un solo gen funcional ginA, restaura el fenotipo salvaje para
ambas mutantes, sugiriendo que GS juega un rol central en la fijacion de nitrégeno. En
contraste a lo que ocurre en K. pneumoniae, en A. brasilense ginB y ginA estan
agrupados y ntrB y ntrC también lo estan, pero localizados en otra parte del cromosoma.
Esta organizacién es similar a la encontrada en R. leguminosarum, B. japonicum y
Rhodobacter capsulatus.

Bajo condiciones de limitacion de nitrégeno, ginA y ginB, en A. brasilense, son
cotranscriptos a un alto nivel a partir de un promotor dependiente de ¢*. Bajo condiciones
de exceso de nitrogeno, los genes son cotranscriptos a un nivel mas bajo a partir de un
promotor dependiente de ¢’°, el cual solapa a una secuencia reminiscente de un sitio de
unioén de NtrC. En contraste, la transcripcion de ginA parece sélo ser dependiente de un
tipo novel de promotor regulado por nitrégeno, el cual es altamente activo bajo
condiciones de exceso de nitrégeno.

La transcripcion del cluster ginB-ginA en A. brasilense depende de tres promotores
diferentes regulados por nitrégeno y selectivamente usados y no involucra el sistema
regulatorio de dos componentes NtrB-NtrC (de Zamaroczy et al., 1996). Liang et al. (1991)
observaron que las inserciones Tn5 en las secuencias codificantes de ntrBC no resultaron
en un fenotipo Nif. Asi fue demostrado que NtrB y NtrC no fueron esenciales para la
fijacion de nitrégeno en A. brasilense.

Por otra parte una mutante nula ginB no tiene afectada la asimilacion de amonio,
pero es estrictamente Nif. Asi parece que A. brasilense es la unica especie conocida en
la cual ginB es esencial para la fijacién de nitrégeno. Mas aun, la proteina Py es requerida
para modular la actividad de NifA en respuesta a cambios en los niveles celulares de
nitrégeno (de Zamaroczy et al., 1996).

Promotores dependientes de ™ también han sido encontrados cuesta arriba de
nifH y nifB, y la activacién de la transcripcion requiere NifA. La regulacién de la expresion
de nifA en A. brasilense es inusual: la expresion fue observada no solamente bajo
condiciones de fijacién de nitrégeno sino también en condiciones incompatibles con la
fijacion de nitr6geno, por ejemplo, en presencia de NH, y oxigeno. En las uitimas
condiciones NifA parece estar en una forma inactiva.
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Modelo hipotético para la regulacioén de la biosintesis de la nitrogenasa en A. brasilense
(Vande Broek y Vanderleyden, 1995)
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Las flechas negras indican regulacién a nivel transcripcional, las flechas celestes indican
modulacién de la actividad.

I.6. Produccion de fitohormonas:

Moléculas organicas relativamente simples, tales como las fitohormonas auxinas y
citocininas, juegan roles cruciales en la elicitacion de la totipotencia de varios tipos de
células de plantas y en la regulacién de los procesos fisioldgicos de las plantas.

Las células que responden a auxinas revierten a un estado de desdiferenciacion;
la aplicacion de auxinas tiene la capacidad de “borrar” la fisiologia programada
genéticamente del tejido vegetal, para estimular la elongacién de la pared celular e
incrementar fa transcripcién de varios genes. Las citocininas estimulan la divisién celular
y el crecimiento de callos en células vegetales. El balance entre los niveles de auxinas y

citocininas controla la diferenciaciéon y organogénesis celular en cultivos de érganos y
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tejidos, variando desde la proliferacion de tallo a la formacién de raices a medida que la
proporcién auxinas/citocininas aumenta.

Interesantemente las fitohormonas no son tnicamente sintetizadas por plantas,
sino también por microorganismos, incluyendo hongos y bacterias. Asi la capacidad de
sintetizar acido indol acético (AlA) estd ampliamente distribuida entre bacterias de suelo y
asociadas a plantas.

En este sentido Azospirillum posee la capacidad de sintetizar y excretar
fitohormonas tales como citocininas, auxinas y giberelinas (Bottini et al., 1989; Prinsen et
al., 1993). Los cambios morfologicos en las raices de las plantas observados después de
la inoculacion de Azospirillum fueron atribuidos a efectos semejantes a auxinas (Bashan
et al., 1989a). En varios estudios se ha propuesto que el incremento en el crecimiento de
plantas inoculadas con Azospirillum es debido a la produccion de fitohormonas
bacterianas (Fulchieri et al., 1993). Asi por ejemplo, la inoculacién de trigo con una
mutante Tn5 de A. brasilense SpM7918 con muy baja producciéon de AIA, mostré una
habilidad reducida en promover el desarrollo radical comparada con la cepa salvaje Sp6.
Por otra parte la inoculacién de semillas pregerminadas de maiz con mutantes de A.
brasilense hiperproductoras de AIA produce un aumento significativo del crecimiento
radical.

I.7. Floculaciéon y formacién de cistos:

Bajo diferentes condiciones de estrés, Azospirillum posee la capacidad de formar
cistos y flocular (formacién de agregados visibles). La formacién de cistos involucra una
diferenciacion de las células vegetativas en formas encapsuladas C, altamente refractiles,
no moviles y con alto contenido de granulos de poli-B-hidroxibutirato. La formacion de
cistos ocurre bajo diferentes condiciones, entre las que se encuentran el envejecimiento
del cultivo (Sadasivan y Neyra, 1987), condiciones de cultivo (Bleakley et al., 1988),
exposicion a metales toxicos (Gowri y Srivastava, 1996) o déficit de agua (Bashan et al.,
1991). Estas formas son resistentes a la desecacion, irradiaciéon Y y luz ultra-violeta y
confieren la capacidad de sobrevivencia bajo condiciones fisico-quimicas desfavorables.
Previamente los cistos de Azospinllum brasilense eran considerados formas durmientes
de esta bacteria, pero mas tarde se demostré que son fisiologicamente activos en la
rizosfera de trigo (Assmus et al., 1995) y que pueden fijar nitrgeno en ausencia de una
fuente de carbono exégena (Okon e Itzigsohn, 1992).
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Cuando Azospirillum crece en presencia de fructosa y nitrato, se promueve Ia
sintesis de polisacaridos extracelulares, lo cual conduce a la formacién de agregados
celulares llamados fléculos (Arunakumari et al., 1992; Sadasivan y Neyra, 1985, 1987). E|
crecimiento de Azospinillum en presencia de fructosa produce una mayor adsorcién a
raices de malz, lo cual resulta en un incremento en la superficie radical y en el peso seco
de la parte aérea y radical, comparado con células cultivadas en malato.

Debido a las ventajas en la sobrevivencia de los cistos de Azospirillum sobre las
celulas vegetativas, Neyra et al. (1995), han sugerido la generaciéon de inoculantes
compuestos de una mezcla de cistos y células vegetativas rodeadas de una red de
polisacaridos.

1.8. Antagonismo con otros microorganismos de suelo:

El antagonismo con otros microorganismos competidores es una propiedad que
contribuye a la competitividad. Muchas cepas de Azospirllum brasilense y Azospirillum
lipoferum poseen la capacidad de producir bacteriocinas, las cuales inhiben a bacterias
estrechamente relacionadas en ensayos in vitro; sin embargo no esta claro si estas
bacteriocinas tienen un impacto significativo en la ecologia de la rizosfera.

Por otra parte, Azospirillum también posee un eficiente sistema de adquisiciéon de
Fe, mediante la produccion de compuestos compiejos denominados sideréforos, los
cuales secuestran el Fe (lll) en la rizosfera, limitando su disponibilidad a otros
microorganismos, cuyo crecimiento puede ser inhibido por deficiencia de Fe (Michiels et
al., 1989).

1.9. Motilidad y quimiotaxis:

Las bacterias de suelo que interactian con las plantas poseen marcadas
diferencias en lo que se refiere al efecto que causan sobre su planta huesped. La
asociacion entre Rhizobium, Azospirillum o muchas Pseudomonas y su planta huésped
resulta beneficioso para el crecimiento de la planta, mientras que la interacciéon entre
Agrobacterium con su huésped es patdégena y produce una enfermedad. A pesar de estas
diferencias estan involucrados mecanismos comunes en las fases iniciales del proceso
de interaccién. Generalmente, se asume que una interaccién exitosa es precedida por
una proliferacion de la bacteria apropiada en la rizosfera de su planta huésped. La
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mayoria de las rizobacterias poseen maquinarias complejas para la motilidad y
quimiotaxis. La motilidad bacteriana, ya sea al azar o quimiotactica desempefa un rol
importante en esta etapa de la interacciéon. Muchas sustancias presentes en los exudados
radicales, incluyendo azlcares simples y aminoacidos, asi como compuestos no
metabolizables mas especificos, han sido identificados como “quimioatractantes” para
diferentes bacterias asociadas a plantas. Una vez que la bacteria se encuentra en la
vecindad de la raiz o semilla, puede ocurrir la adherencia a células “blanco” en la
superficie de la planta (Vande Broek y Vanderleyden, 1995).

Se ha demostrado que cepas de Azospirillum exhiben quimiotaxis positiva in vitro
hacia varios “atractantes”, incluyendo aztcares, aminoacidos y acidos organicos (Okon et
al., 1980), compuestos aromaticos (Lopez-De-Victoria et al., 1994) como asi también
hacia exudados radicales (Heinrich y Hess, 1985) y mucilago de raiz (Mandimba et al.,
1986).

La migracion de células de A. brasilense hacia las raices de plantulas de trigo fue
demostrada en cultivos creciendo en arena y en suelo humedo (Bashan, 1986).

Los compuestos aromaticos resultaron ser quimiotacticos a concentraciones
similares a las encontradas en el suelo y en la rizosfera de la planta (Lopez-De-Victoria et
al., 1994).

Los estudios genéticos de la formacion de flagelos y quimiotaxis de Azospirillum
estan restringidos a la especie A. brasilense. Los genes de A. brasilense requeridos para
la motilidad en medio liquido, para la motilidad en superficies sélidas y para la quimiotaxis
general estan localizados en el cromosoma como asi también en el megaplasmido de 90-
MDa (van Rhijn et al., 1990; Croes et al., 1993).

El movimiento horizontal y vertical de A. brasilense en diferentes tipos de suelo
depende principalmente de la presencia de plantas y de la disponibilidad de agua en el
suelo. Este movimiento resulta en la colonizacién de plantas inoculadas y no inoculadas.
Basandose en la observacién de cepas moéviles y no méviles, Bashan y Holguin (1994,
1995) reportaron que esta bacteria necesita de una activa motilidad para el viaje
interradical. Las bacterias no activas no se mueven hacia las plantas vecinas. Las
bacterias moéviles y no méviles tienen el mismo nivel de colonizacién en las plantas
inoculadas, aunque el patrén de colonizacién fue distinto. Estas observaciones conducen
a la conclusién de que la colonizacién del sistema radical entero en el suelo, es un
proceso activo determinado por la motilidad bacteriana (Moens y Vanderleyden, 1996).
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1.10. Adherencia:

La adherencia de Azospirillum a las raices es esencial para el establecimiento de
una asociacioén a largo plazo. Existen tres razones para ello:

i) Si la bacteria no esta adherida a las células de la epidermis radical, las sustancias
excretadas por ella difunden en la rizosfera y son consumidas por
microorganismos nutricionalmente versatiles antes de llegar a la planta. Cuando la
bacteria se encuentra adherida a las raices, parte de estas sustancias difunden en
los espacios intercelulares de la corteza radical.

ii) El agua puede ejercer una accién mecanica conduciendo a la bacteria lejos del
rizoplano, cuando ésta no se encuentra adherida. A consecuencia de ello la
bacteria es desplazada a un medio nutricionalmente deficiente. Por otra parte,
Azospirillum posee baja sobrevivencia en el suelo sin su planta huésped (Bashan
y Levanony, 1990; Bashan et al., 1995a , 1995b).

iii) Los sitios de asociacion en las raices cuando Azospirillum no se encuentra
adherido son vulnerables a la colonizacién por patégenos.

El mecanismo de adherencia al tejido de la planta esta bien descripto para otras
bacterias. En Klebsiella pneumoniae (Korhonen et al., 1983), Pseudomonas fluorescens
(Vesper, 1987) y Bradyrhizobium japonicum (Vesper y Bauer, 1986) la adherencia a
raices de gramineas, maiz y soja respectivamente podria ser atribuida a la presencia de
pili bacteriano. Una cepa de Pseudomonas fluorescens se adsorbe a arena por medio de
una proteina de membrana externa de 34 kDa, identificada como flagelina (Deflaun et al.,
1990). La adherencia de Rhizobium a su planta huésped es mediada, al menos en
algunos casos, por una lectina radical la cual reconoce un receptor especifico en la
superficie radical bacteriana. En el caso de Agrobacterium tumefaciens, varios
componentes de la superficie celular han sido implicados en la unién de la bacteria al
tejido de la planta, entre los cuales se encuentran: lipopolisacaridos (LPS), que en forma
purificada inhiben la unién de células de A. tumefasciens a la herida de la hoja (Whatley
et al., 1976); un glucano B-1,2, el cual se encuentra ausente o no es transportado
correctamente a periplasma en mutantes deficientes en adherencia (Puvanesarajah et al.,
1985; Cangelosi et al., 1987, 1989); dos proteinas de membrana externa no relacionadas
a flagelos o pili (Matthysse, 1987) y fibrillas de celulosa, que son sintetizadas después de
la adsorcién inicial y las cuales anclan la bacteria al tejido de la planta (Matthysse et al.,
1981; Matthysse, 1983).
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En Azospirillum brasilense varios estudios describen la adherencia a raices de
plantas y superficies inertes, pero los mecanismos permanecen sujetos a hipotesis
conflictivas. A. brasilense se une a raices de gramineas (Umali-Garcia et al., 1980) tales
como malz (Gafny et al., 1986), trigo (Jain y Patriquin, 1984) y arroz (Murty y Ladha,
1987) y a células suspendidas de Zinnia (Eyers et al., 1988). Ha sido reportado que la
adherencia de A. brasilense a raices de mijo (Umali-Garcia et al., 1980), y maiz (Gafny et
al., 1986) es estimulada por sustancias semejantes a lectinas presentes en el exudado
radical. La participacién de una lectina radical también ha sido sugerida por Del Gallo et
al. (1989), quien demostré “in vitro” la unién de la aglutinina del germen de trigo a células
de A. brasilense y A. lipoferum. Por el contrario Madi y Henis (1989) aislaron una
aglutinina de la superficie celular de A. brasilense necesaria para la adsorcién de la
bacteria a raices de trigo. Bashan y Levanony (1988) reportaron que la uniéon de A.
brasilense a arena y raices de trigo podia ser eliminada mediante el tratamiento de la
bacteria con proteasa, lo cual apoya la hipbtesis de la participacion de proteinas de
superficie bacteriana.

Estudios realizados por Michiels et al. (1991) demostraron dos modos de
adherencia de A. brasilense a raices de trigo: el primero, denominado fase de adsorcion,
es rapido, alcanzando un maximo a las 2 h de incubacién. Esta fase involucra una unién
débil y reversible de A. brasilense a las raices y pareceria ser mediada por componentes
bacterianos de superficie de naturaleza proteica. La segunda fase, denominada anclaje,
comienza después de las 8 h, alcanzando un maximo luego de las 16 h. Esta fase
involucra una unién mas fuerte e irreversible y las moléculas involucradas parecerian ser
exopolisacaridos (EPS) bacterianos.

La adsorcién y el anclaje son posiblemente procesos diferentes. Esta hipétesis se
basa en que dos mutantes en adherencia de A. brasilense poseen distintos fenotipos en
cuanto a estos dos fenémenos. La primer mutante deficiente en la producciéon de un
polisacarido de superficie particular es incapaz de anclarse, pero mantiene la capacidad
de adsorberse en grado semejante a la cepa salvaje (Anc’, Ads®). La segunda mutante es
defectiva en adsorcién, pero no en anclaje (Ads’, Anc") (Michiels et al., 1990, 1991). La
fase de anclaje, caracterizada por la produccién de largas fibrillas y abundante cantidad
de sustancias semejantes a mucigel, ha sido observada en raices de tomate, menta,
pimiento, algodén y soja (Bashan et al., 1991) y es probablemente el principal factor para
una efectiva colonizacion radical.

24



.10.a. Rol del flagelo polar de Azospirillum brasilense en la adherencia:

Croes et al., (1993) implicaron al flagelo polar de A. brasilense como el principal
responsable en la fase de adsorcion. Esta bacteria posee un patrén de flagelacion mixta.
Presenta un flagelo polar el cual es constitutivo, y flagelos laterales que son inducibles
cuando la bacteria crece en medios sélidos. El flagelo polar es usado para la locomocion
en medios liquidos, mientras que los flagelos laterales son utilizados para el
desplazamiento de la bacteria en superficies solidas. La motilidad y la quimiotaxis son
dos funciones muy importantes que capacitan a ia bacteria para moverse hacia las raices
de las plantas, donde pueden obtener fuentes de carbono y energia a partir de los
exudados radicales.

La evidencia presentada, que implica al flagelo polar de A. brasilense como el
principal responsable de la adsorcién, esta basada en los siguientes hechos:

- Una mutante no moévil tiene reducida drasticamente la adsorcién a raices de

trigo.

- Esta bacteria no posee flagelo polar ni flagelos laterales, pero es indistinguible

de la cepa salvaje en cuanto al resto de las caracteristicas.

- Ladisociacion del flagelo por calor o acido reduce severamente la capacidad

de adsorcion.

- Se aislaron tres mutantes adicionales diferentes genéticamente, todas sin

flagelo polar y con una capacidad de adsorcién muy reducida.

- El flagelo polar purificado se une a raices de trigo “in vitro”, mientras que

flagelos laterales no.

Debido a que los experimentos de adsorcién fueron llevados a cabo en
condiciones de intensa agitacién, el rol de la motilidad bacteriana puede ser excluido.

La deficiencia en la adsorcién en las mutantes de A. brasilense sin flagelo polar,
refleja probablemente la pérdida de una adhesina radical de la bacteria.

1.10.b. Polisacaridos bacterianos involucrados en la adherencia:

En muchos casos los polisacaridos de la superficie bacteriana son determinantes
en las interacciones entre plantas y microorganismos. Por ejemplo la produccion de
glucanos B-1,2 es esencial para la adherencia a las células de la planta y subsecuente
formacion de tumor por el patégeno Agrobacterium tumefaciens. Lo mismo ocurre para la
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formacion de nédulos radicales fijadores de nitrégeno por el endosimbionte Rhizobium
meliloti (Sinorhizobium meliloti) sobre su planta huésped (Dylan et al., 1986). Dos genes
involucrados en la produccién de estos glucanos B-1,2 y en el transporte al periplasma
han sido identificados. Se ha demostrado por hibridizacién de ADN y complementacion
genética que estos genes estan bien conservados en ambos géneros (Dylan et al., 1986).
Un glucano R-1,2 similar deberfa ser producido en Azospinllum ya que secuencias de
ADN homoélogas a estos genes han sido observadas en el genoma de Azospinillum
(Michiels et al., 1985; Waelkens et al., 1987).

Ademas de los glucanos B-1,2, los exopolisacaridos (EPS) vy los lipopolisacaridos
(LPS) son también importantes para una efectiva nodulaciéon por S. meliloti (Chen et al.,
1985; Leigh et al, 1985; Puvanesarajah et al., 1987; Carlson et al., 1987). En este
sentido, mutantes de S. meliloti Exo’, deficientes en la sintesis de EPS acidicos
mayoritarios, forman nédulos radicales vacios no fijadores de nitrégeno en alfalfa.

La ocurrencia en Azospirillum brasilense de los genes que codifican para la
sintesis de EPS, fue investigada mediante estudios de complementacién de mutantes de
S. meliloti Exo". Asl, se demostré que la mutacién exoC de S. meliloti podia ser corregida
para la produccién de EPS, por varios clones de césmidos de un banco de clones de A.
brasilense. Sin embargo, los EPS producidos difieren en la estructura de los EPS de S.
meliloti salvaje, y la deficiencia simbittica de la mutacion exoC no fue revertida por
ninguno de estos clones de césmidos. La mutacién exoB de S. meliloti puede ser
corregida no solamente para la produccion de EPS, sino también para la habilidad de
formar néduios fijadores de nitrégeno en alfalfa por un clon de cdsmido particular de A.
brasilense. Para construir mutantes de A. brasilense con mutaciones en el loci
correspondiente por intercambio de marcadores se aislaron y utilizaron inserciones Tn5
en el ADN clonado. Se encontré que estas mutantes no pueden producir los EPS de alto
peso molecular tipo salvaje, pero en su iugar producen EPS de peso molecular mas bajo.
Asi el ADN clonado de A. brasilense puede suprimir el fenotipo no mucoide de mutantes
exoB y exoC de S. meliloti y el fenotipo no simbiético de mutantes exoB de S. meliloti
(Michiels et al., 1988).

La produccién de polisacaridos de superficie por Azospinllum fue demostrada por
la fluorescencia de colonias crecidas en medios conteniendo el colorante fluorescente
calcofluor, el cual se une a polisacaridos con uniones #-1,3 y B-1,4. Se han obtenido
mutantes de Azospirllum que muestran niveles aumentados o disminuidos de
fluorescencia. Una mutante Tn5 no fluorescente de A. brasilense 7030 produce niveles de
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EPS semejantes a la cepa salvaje, pero esta afectada en la floculacion. Sobre la base de
estas observaciones se postulé que un polisacarido de superficie de A. brasilense
diferente de los EPS, y del tipo celulosa esta involucrado en el tefiido con calcofluor y en
la floculacién (Del Gallo et al., 1989).

Fue demostrado, por hibridizacién de ADN, que los loci genéticos afectados en la
mutante no fluorescente de A. brasilense 7030 son diferentes de los loci exoB y exoC de
A. brasilense, los cuales estan involucrados en la produccién de EPS (Michiels et al.,
1990). En otros estudios realizados por Michiels et al. (1991), se concluyé que la mutante
Tn5 de A. brasilense no fluorescente (Cal’) era incapaz de anclarse a las raices de trigo
(Anc’), sugiriendo que el polisacarido que se une a calcofluor es responsable para el
anclaje.

En contraste, una mutante TnS de A. brasilense Cd deficiente en floculacién no fue
afectada en la eficiencia de colonizacién de la planta huésped (Arunakumari et al., 1992).

Katupitiya et al. (1995) encontraron una mutante espontanea de A. brasilense Sp7
(Sp7-S) que tiene afectada la produccién de EPS, la capacidad de floculacién y el tefiido
con rojo Congo. El colorante rojo Congo es conocido por unirse a glucanos #-1,3 y B,1-4,
incluyendo celulosa (Nakashini et al., 1974). La cepa Sp7-S exhibe un fenotipo
pleiotropico negativo con respecto a la produccién de material fibrilar en la raiz de la
planta, asi como en la floculacién y el tefiido con rojo Congo. Estas caracteristicas se
correlacionan bien con la ausencia de material fibrilar alrededor de Sp7-S. Al ser
complementada con un fragmento clonado de 9,4-kb, la mutante recuperé el teflido con
rojo Congo, la floculacién y las propiedades inmunolégicas. No se observaron diferencias
en el tefido con calcofluor entre Sp7 y Sp7-S, lo cual sugiere que Sp7-S deberia estar
afectada en un locus desconocido, diferente de los locus previamente descriptos.
Tampoco se observaron diferencias en el nimero de bacterias de Sp7 y Sp7-S asociadas
con el sistema radical, pero las diferencias en el patrén de colonizacién fueron claras. La
cepa salvaje (Sp7) se encontrd presente en grandes numeros sobre la superficie de las
raices de trigo, mientras que relativamente poca colonizacién superficial fue observada en
la mutante Sp7-S, la cual se encontré predominantemente alrededor de la base de los
sitios de emergencia de raices laterales. Las observaciones por microscopia electronica
de barrido de tejido radical inoculado revelan que la mayoria de las células de la cepa
salvaje presentes en la superficie radical son de paredes gruesas, unidas a la superficie
radical por material fibrilar; en contraste, casi todas las células de Sp7-S son de paredes
delgadas y con ausencia de material fibrilar.
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Por otra parte, los lipopolisacaridos son los componentes mayoritarios de la
membrana externa de bacterias Gram negativas. Estas moléculas de superficie son
relevantes para la estabilidad de la membrana y para la interaccién de la bacteria con
otros organismos y con el medio ambiente (Carlson et al., 1978).

Es conocido que los LPS de Rhizobium juegan un rol determinante en el
mecanismo de interaccion de este microorganismo con las leguminosas; sin embargo en
Azospirillum poco se sabe al respecto.

.11, Colonizacion:

Las bacterias del género Azospirillum poseen la capacidad de colonizar las raices
de su planta huésped. Los principales sitios de colonizacion corresponden a la zona de
elongacién y de pelos radicales de la raiz de la planta (Okon y Kapulnik, 1986;
Dobereiner et al., 1995b; Vande Broek y Vanderleyden, 1995; Bashan y Holguin, 1995).
Algunas cepas de Azospinllum tienen la propiedad de ser endofiticas, es decir que se
encuentran en los tejidos internos a la epidermis (Kloepper et al., 1992). Patriquin y
Débereiner, (1978) encontraron a A. lipoferum entre las raices de maiz, sorgo y trigo.
Ademas, algunas cepas de Azospinllum, por ejemplo Sp109, han sido encontradas en las
hojas y semillas de arroz (Baldani et al., 1993). Otras cepas, tales como A. brasilense
Sp245y A. brasilense SpS82, han sido aisladas solamente a partir de raices esterilizadas
superficialimente de malz, sorgo, trigo y arroz sugiriendo que son enddfitos obligados
(Baldani et al., 1983, 1986; Pereira et al., 1988). Esto contrasta con dos cepas de A.
brasilense estrechamente relacionadas, las cepas Sp7 y Cd, las cuales fueron
originalmente aisladas a partir del suelo asociado a Digitaria decumbens y Cynodon
dactylon respectivamente (Tarrand et al, 1978) y tienden a colonizar solamente la
superficie radical (Baldani et al., 1986; Bashan y Levanony, 1990; Kennedy y Tchan,
1992; Débereiner et al., 1995a).

La diferencia entre las cepas endofiticas, tales como Sp245, y los colonizadores
superficiales, como Sp7, fue confirmada recientemente por los estudios de Schloter et al.
(1994) y Assmus et al. (1995). Por medio de sondas moleculares especificas de cepas y
anticuerpos monoclonales, estos autores mostraron que la cepa Sp245 coloniza el interior
de los pelos radicales asi como los vasos del xilema de raices de trigo, mientras que la
cepa Sp7 solamente coloniza la superficie radical. Interesantemente y en contraste a
estos dos autores, Levanony et al. (1989) observaron la cepa Cd colonizando el interior
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de las raices de trigo, es decir entre los espacios intercelulares de la corteza. Sin
embargo, a diferencia de Sp245, la cepa Cd nunca se encontr6 entre la endodermis
radical o el sistema vascular.

Estas observaciones de especificidad de cepas en lo que respecta al caracter
endofitico de Azospirillum apoyan la idea propuesta por Bashan y Levanony (1990) en
cuanto a que A. brasilense no es una bacteria especifica de planta por si misma; sin
embargo esta especie y posiblemente A. lipoferum pueden colonizar internamente las
rafces en ciertas interacciones especificas entre cepa-planta (Baldani et al., 1997).

Varios autores han sugerido que Azospirillum puede entrar a través de las uniones
entre las raices laterales y también por los pelos radicales (Assmus et al., 1995). Otra
caracteristica importante relacionada a la entrada de Azospirillum es que ha sido
demostrada la actividad pectinolitica en esta bacteria, lo que conduciria a suponer que la
bacteria puede entrar via degradacion enzimatica activa de la laminilla media de la pared
celular del huésped (Levanony et al., 1989). Esto ha sido observado en otras
interacciones planta-bacteria de caracter endéfito, simbiético o patégeno.

1.12. Estudios genéticos de la asociacion Azospirillum-planta:

La asociacion promotora del crecimiento de plantas de Azospinllum es un
fenémeno de considerable interés tanto econémico como cientifico. El principal obstaculo
que ha dificultado su aplicaciéon a gran escala como biofertilizantes es que el efecto
benéfico parece depender de muiltiples factores, los cuales no son conocidos o no estan
bajo control en su totalidad en las condiciones de campo. Por otra parte el mecanismo de
interaccion entre la raiz de la planta y Azospirillum, como asi también los determinantes
bacterianos involucrados en dicha interaccion, son poco conocidos.

Numerosos estudios sobre ecologia, fisiologfa y bioquimica de Azospinllum han
sido desarrollados en los ultimos quince afos. El desarrollo de herramientas genéticas,
incluyendo vectores apropiados, técnicas de conjugacion y transformacion vy
procedimientos de mutagénesis empleando transposones dieron como resultado la
identificacién y el clonado de numerosos genes de Azospirillum. Sin embargo, el
aislamiento de genes involucrados en la interaccién con la planta resulta dificultoso
debido a la inexistencia de un fenotipo de la planta faciimente detectable después de la
inoculacién. Es asi que ha sido imposible lograr un proceso de seleccion directa de
mutantes de Azospinllum defectivas en una interaccion exitosa con la planta. La
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asociacion de Azospirillum con su planta huésped resulta en un incremento en el nimero
de raices laterales y pelos radicales, pero debido a la gran variabilidad en los resultados,
este fenotipo no resulta favorable para el andlisis de miles de mutantes. Los genes
posiblemente involucrados en la interacciéon han sido aislados indirectamente por medio
de uno de los siguientes procedimientos: El primer método involucra la caracterizacién de
mutantes de Azospirillum defectivos en un fenotipo que se supone esta involucrado en la
asociacién con la planta. Por esta via han sido analizados procesos como la produccién
de auxinas, la sintesis de componentes de superficie y la fijacion de nitrégeno. El
segundo procedimiento estd basado en la conservacién de homologia estructural o
funcional entre Azospirillum y genes especificos para la interaccién con la planta de otras
asociaciones planta-bacteria. Ejemplos de genes que han sido aislados por este ultimo
método, son homoélogos a los genes de nodulacién de Rhizobium (genes nod), genes
involucrados en la sintesis de exopolisacaridos (genes exo) y genes de fijacion de
nitrégeno (genes nify fix).

Recientemente, el uso de fusiones transcripcionales del gen /acZ o gusA con
genes promotores de la fijacion de nitrégeno (nifA, nifH, nodG y ntrC ) que han sido
introducidas a cepas de Azospirillum permitié estudiar las asociaciones de esta bacteria
con la planta (Arséne et al., 1994; Vande Broek et al.,, 1993). Utilizando esta estrategia,
los principales sitios de unién de Azospinllum a la raiz de la planta pueden ser
visualizados, permitiendo una seleccion més directa de mutantes afectadas en la
interaccion con la planta y facilitando el andlisis molecular del proceso de asociacién
entre Azospirillum y \a raiz de la planta.

.13. Condiciones de estrés:

Pocos estudios han sido realizados sobre |a tolerancia a salinidad en Azospirillum.
Rao y Venkateswarlu, (1985) mediante estudios in vivo reportaron que la actividad
nitrogenasa de Azospirillum brasilense resuitdé ser mas sensible a estrés salino que el
crecimiento bacteriano en nitrégeno combinado. Por otra parte, A. halopraeferens, una
especie tolerante a sal aislada a partir de las raices de Kallar grass (Leptochloa fusca L.),
una planta pionera resistente a sal comunmente encontrada en los suelos sddicos de
Pakistan, requiere 0,25 % de NaCl para un buen crecimiento (Reinhold et al., 1987).

Los mejores resultados de Azospirillum en estudios a campo estan asociados a
condiciones desfavorables para el crecimiento de las plantas (fertilizacién y agua
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limitantes) y ocurren en sistemas de agricultura de regiones semiaridas, donde
frecuentemente este problema estd asociado a un incremento en la salinidad de los
suelos (Matsumoto et al., 1994). En este sentido, estudios realizados por Creus et al.
(1997) demostraron que la inoculacion con Azospinllum brasilense Sp 245 de plantulas
de trigo, crecidas en estrés salino y osmético, mejora el estatus de agua conduciendo a
un mayor crecimiento foliar y tasa de elongacién en las plantas inoculadas.

La tolerancia a sal de una cepa en particular es de fundamental importancia en la
industria de la inoculacién. Sin embargo son pocos los estudios tendientes a abordar esta
problematica.

Uno de los mecanismos celulares de adaptacién al estrés osmético es la
acumulacion de solutos organicos (osmolitos). Al respecto, en varias cepas de A.
brasilense se han identificado todos los osmolitos acumulados en respuesta al estrés
osmoético producido por NaCl. Asi glicina betaina fue acumulada por todas las cepas,
mientras que prolina y glutamato fueron acumuladas solamente en A. brasilense SHS6,
sugiriendo que el mecanismo de adaptacion osmética es el resultado de un aumento en
la incorporacién de osmolitos del medio, incremento en la biosintesis de osmolitos o
ambos. Un nuevo osmolito, un glucano lineal B(1,3), B(1,6) fue detectado en el
periplasma de células de A. brasilense crecidas en un medio de baja fuerza osmética
(Altabe, et al., 1994). A. brasilense es capaz de utilizar glicina betaina como un poderoso
osmoprotector. La incorporacion de este compuesto se encuentra fuertemente estimulada
por estrés salino, pero significativamente reducida por shock osmético frio (Bashan y
Holguin, 1997).

En otras asociaciones planta-bacteria tales como Rhizobium-leguminosas el
estrés salino afecta el proceso de simbiosis. Numerosos investigadores han examinado el
efecto del estrés salino sobre varios rizobios y sobre el desarrollo del nédulo. Estos
estudios han revelado que el estrés salino causa alteraciones en la estructura de los
pelos radicales, reduccién en el curvado de los mismos, en el nimero de bacterias
adheridas, disminuciéon en el nimero y tamafio de nédulos y una disminucién en la
fijacion de nitrégeno. Fougére et al. (1991) detectaron un incremento significativo en las
concentraciones de prolina libre en bacteroides de S. meliloti aislados de nédulos de
raices de alfalfa expuestas a estrés salino. Resultados similares fueron encontrados en
bacteroides de B. japonicum aislados de nédulos de raices de soja en condiciones de
sequia. Sin embargo, la concentracion de prolina en los bacteroides no parece contribuir
sustancialmente a la presién osmética intracelular. Mellor (1992) ha sugerido que la
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biosintesis de trehalosa por los bacteroides rhizobianos puede representar una estrategia
osmoadaptativa. En este sentido varios autores han demostrado la presencia de
trehalosa en los nédulos de muchas simbiosis Rhizobium-leguminosas en condiciones de
salinidad.

Aunque el incremento del estrés osmético resulta perjudicial para la simbiosis
Rhizobium-leguminosa en muchos aspectos, hay evidencia que sugiere que los
bacteroides pueden integrar su respuesta osmoadaptativa con la de su planta huésped.
Asi se ha demostrado que la adicion de glicina betaina o prolina betaina a plantulas de
alfalfa noduladas, resuita en un incremento en la FBN bajo concentraciones de sal
inhibitorias. Los bacteroides de S. meliloti tienen la capacidad de transportar glicina
betaina, prolina betaina y colina. La incorporacién de glicina betaina y prolina betaina por
preparaciones de bacteroides aislados es fuertemente estimulada por concentraciones
elevadas de NaCl. Debido a que las plantas de alfalfa tienen la capacidad de sintetizar
prolina betaina y glicina betaina, estos osmoprotectantes podrian estar disponibles para
los bacteroides durante la simbiosis (Miller y Wood, 1996).

I.14. La salinidad en las plantas:

Altas concentraciones de cloruro de sodio conducen a marcados cambios en el
patrén de crecimiento de las plantas. La salinidad es conocida por reducir el crecimiento
de glicéfitos (especies sensibles a sal), lo que puede ser el resultado de cambios en la
distribucién de materia seca, relaciones de iones, contenido de agua, procesos
fisiolégicos, reacciones bioquimicas o0 una combinacién de éstos (Cordovilla et al., 1994).
Dos efectos principales han sido identificados como las probables causas de la toxicidad
debido a la salinidad en varias plantas: El efecto idnico y el efecto osmético. El efecto
ibnico incluye interferencia con la incorporacion de nitrégeno, dislocacién de la
asimilacion de nitrégeno y ensamble de proteinas, interferencia con el transporte de iones
esenciales en el interior de la planta y una reduccién de la tasa fotosintética en las
plantas afectadas. El efecto osmético esta asociado con la pérdida de la extension de la
pared celular y expansién celular, lo cual conduce al cese del crecimiento (Cordovilla et
al., 1996).

La mayoria de los cereales estan incluidos en la categoria de glicéfitos, siendo el
maiz un ejemplo de ellos.
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Las plantas que crecen en suelos salinos estan confrontadas con un amplio rango
en la concentracion de sales disueltas. Las concentraciones fluctian debido a cambios en
la fuente de agua, drenaje, evapotranspiracion, disponibilidad de solutos, presiones
hidrostaticas, etc. Los constituyentes iénicos incluyen variadas proporciones de Na“,
Mg**, K*, SOy, COs5-, HCO3, CI 'y otros iones.

El estrés causado por la salinidad esta relacionado con la composicion y
concentracién de iones dentro de las plantas. A medida que aumenta la concentracién
de sal en la solucién del suelo, los gradientes de energia de agua disminuyen haciendo
mas dificil para el agua y los nutrientes moverse a través de las membranas radicales y
en el interior de la planta. La velocidad de incorporacién de agua y solutos disminuye
pero no cesa. Con el tiempo, el agua del suelo, rica en solutos, incrementa la
concentracion i6nica dentro del sistema de transporte acuoso de la planta. Este efecto
osmoético, encontrado a nivel de la membrana radical, se aplica a todas las membranas
internas de la planta abastecidas por el sistema de conduccién.

Ademas del efecto osmético de solutos concentrados, hay efectos idnicos que
surgen de la composicion especifica del soluto que fluye a través del tejido de la planta.
El exceso interno de un ion en particular puede causar dafios en la membrana,
interferencia en el balance de solutos o cambios en la concentracién de nutrientes.
Algunos sintomas especificos de dafio a la planta pueden ser reconocidos especialmente
en las hojas, entre los cuales se encuentran cambios de color, necrosis marginal,
quemadura de puntas, etc.

Las hojas de los glicéfitos no pueden retener elevados niveles de sales sin dafo
inminente, y no se encuentran frecuentemente expuestas a concentraciones letales de
sales en su ambiente natural. En comparacion, los haléfitos acumulan sales en sus hojas,
las cuales son utilizadas para balancear el potencial osmético fuera de la planta. Esta
diferencia entre los haléfitos y glicofitos en sus contrastantes estrategias adaptativas es
de vital importancia. Los haléfitos no podrian sobrevivir en medio ambientes salinos sin
usar las sales concentradas del suelo como un balanceador osmético (Volkmar et al.,
1998).
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I1.1. Objetivo general:

Investigar los efectos del estrés salino sobre la interaccién de Azospirillum brasilense Cd
con raices de maiz. Se intentara identificar determinantes genéticos de la bacteria

asociados a su tolerancia a salinidad y capacidad de asociarse con la planta en esas
condiciones.

11.2. Objetivos especificos:

1-. Determinar el grado de adsorcién, anclaje y colonizaciéon de Azospirillum brasilense a
raiz de malz en condiciones normales y de estrés salino.

2-, Caracterizar en forma comparativa componentes de la envoltura bacteriana en
condiciones normales de crecimiento y en condiciones de estrés salino.

3-. Estudiar la expresioén de genes promotores de la fijacién de nitrébgeno en A. brasilense
en condiciones de estrés salino. Se tratara de determinar si la induccién de la

transcripcion de dichos genes, por exudados radicales de maiz, es afectada por la
salinidad.

4-. Mutagénesis de Azospinillum brasilense y seleccion de clones con alteraciones
superficiales y/o en su tolerancia a altas concentraciones de sal.

5-. Caracterizar las regiones alteradas con el prop6sito de establecer relaciones entre las
funciones bioquimicas alteradas y los cambios fenotipicos en salinidad.
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Tabla N° 1. Cepas bacterianas y plasmidos

Cepas bacterianas Caracteristicas relevantes

Ref.

A. brasilense Cd ATCC 29710 (wild type), cedida por EMBRAPA

A. brasilense Cd TnS-PG Mutante isogénica de A. brasilense Cd, con alteraciones en el
péptidoglucano e hiperproductora de EPS con insercién del Tn5.
A. brasilense Cd Tn5-LPS"  Mutante isogénica de A. brasilense Cd, con LPS alterado con ingercién

del Tn5.

A. brasilense Cd a21 Mutante isogénica de A. brasilense Cd, alterada en su tolerancia a
salinidad, con insercion del Tn5-B20

E. coliDH5a Cepa supresora deficiente en recombinacién, utilizada para el
crecimiento de plasmidos y césmides. Permite a-complementacion.

E. coliHB101 Cepa supresora cominmente usada para la produccién a gran escala de
plasmidos. Hibrido de E. coli K12 x E. coli B altamente transformable.

E. coli JM109 Cepa deficiente en recombinacién que permite el crecimiento de vectores

que llevan mutaciones amber.

Tarrand et al., 1978
Estatesis

Esta tesis

Esta tesis
Hanahan, 1983
Boyer y Roulland-

Dussoix, 1969
Sambrook et al., 1989

E. coli $17-1 Simon et al., 1983
Ptasmidos

PAB576 Fusion transcripcional nifA-lacZ, Tc', Km', derivado de pVK100". Liang et al.,1991
PAB358 Fusion transcripcional nifH-lacZ, Tc', Km', derivado de pRK290". Liang et al.,1991
PGSS Cm', Km', (Tn5), replicén p15A N-tra, dador de Tn5. Selveraj e lyer, 1983
PSUP102 T, CmY', vector movilizable derivado de pACYC184. Simon et al., 1989
PBluescript SK Vector de clonado y secuenciamiento, Ap', fagemido, derivado de M13, Stratagene, La Jolla

origen de replicacion f1.

California

* pVK100 y pRK290 son vectores de amplio rango de huésped, con bajo numero de copias, derivados de RK2 que pueden

ser transferidos desde E. coli S17-1 a Azospirillum por conjugacion.

Ap', resistencia a ampicilina; Cm', resistencia a cioramfenicol; Km', resistencia a kanamicina; Tc', resistencia a tetraciclina.

ll.1. Cepas bacterianas y plasmidos:

Las cepas bacterianas y los plasmidos utilizados en este trabajo estan descriptos

en la tabla N° 1.

{il.2. Condiciones de cultivo:

Para el crecimiento de Azospirillum brasilense se utiliz6, segin el caso, medio LB
(Luria Bertani) suplementado con 2,5 mM de CaCl, y 2,5 mM de MgSO, (medio L*) ¢
medio minimo lactato (MML). Las condiciones de estrés fueron generadas adicionando a
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los medios de cultivo 300 mM de NaCl. Los cultivos fueron incubados a 30° C y 100 rpm
en un agitador rotatorio. Para el caso de las mutantes de Azospirllum obtenidas, los
medios fueron suplementados con 25 pg/ml de Km.

Todas las cepas de E. coli crecieron en medio LB suplementado con los
antibidticos apropiados. Los cultivos se incubaron a 37° C y 150 rpm en un agitador
rotatorio.

Los antibi6ticos fueron utilizados a las siguientes concentraciones: Ap, 25 pg/mi;
Cm, 25 yg/ml; Km, 25 pg/ml; y T¢, 5 pg/mi.

i11.3. Viabilidad:

Para los estudios de viabilidad se realizaron distintas diluciones de los cultivos
crecidos aer6bicamente en un agitador rotatorio a 30° C y 100 rpm, determinando por
plaqueo el nimero de bacterias por mi que corresponden a una densidad 6ptica (DOggg)

de 1.

llL.4. Conjugacion de genes reporteros:

Se utiliz6 la cepa E. coli S 17-1 conteniendo el pidsmido pAB576 o pAB358, el cual
fue movilizado por conjugacién a Azospinllum brasilense Cd (Arséne et al., 1994,
Katupitiya et al., 1995). La cepa dadora E. coli S17-1 se cultivd a 37°C en caldo LB
suplementado con 5 pg/ml de tetraciclina, durante toda una noche, se diluyé diez veces y
se dejo crecer por otras 4 h. Los recipientes de A. brasilense Cd crecieron en medio LB
liquido, hasta una densidad de 108 UFC/mI. Muestras de células dadoras y aceptoras en
una proporcion de 1:5 respectivamente fueron centrifugadas y resuspendidas en una
solucion de MgSO4 10mM. La mezcla conjugante fue rociada sobre un filtro de

nitrocelulosa, el cual fue incubado directamente en una placa de medio LB sdélido
(suplementado con MgSO4 10mM) a 30 °C (Vanstockem et al., 1987).

Los transconjugantes fueron seleccionados en medio minimo lactato (MML)
(Dreyfus et al., 1983), suplementado con cloruro de amonio (1 g/l) y tetraciclina (5 pg /ml).
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lI.5. Preparacion de semillas, cultivo de plantulas y obtencion de exudados
radicales:

Semillas de Zea mays cv. “Funk’s Tronador G422T" se esterilizaron
superficialmente por inmersién en etanol al 70% (v/v) durante 3 min, se lavaron tres veces
en agua destilada estéril, sumergieron tres veces durante 30 min en una solucién 6 veces
diluida de lavandina comercial con dodecilsulfato de sodio al 0,5% y luego en agua
destilada esteril durante 60 min; posteriormente se agregé solucién diluida de lavandina
comercial con dodecilsulfato de sodio al 0,5% durante 60 min y finalmente se enjuagaron
repetidas veces con agua destilada estéril. Las semillas (esterilizadas superficialmete)
fueron pregerminadas en placas conteniendo papel de filtro y algodén, durante 3 dias a
27° C en oscuridad y se transfirieron individual y asépticamente a tubos de ensayo de 200
x 22 mm conteniendo solucion hidropoénica estéril (MPCL) (Michiels et al., 1991).

Para los ensayos de adherencia y colonizacion empleando plantas de maiz
estresadas, se determiné la concentracion de NaCl que produjo un efecto estresante
sobre el crecimiento de Zea mays. Los tubos fueron tapados con algodén y colocados en
camara de crecimiento con ciclos de 16 h dia / 8 h noche, a temperatura constante de 23°
C y humedad relativa de 80 %.

El medio de crecimiento colectado después de tres semanas de crecimiento, tanto
de plantas crecidas en medio normal como salino, fue liofilizado, resuspendido en agua
destilada hasta una concentracion de 20 veces (20x); dializado y esterilizado por filtracién
para su uso como exudado radical.

lli.6. Estudios de adherencia de A. brasilense a raices de Zea mays:

Azospinillum posse la propiedad de adherirse a raices de plantas de maiz. La
adherencia ocurre en dos fases denominadas adsorciobn y anclaje. La primera se
caracteriza por ser una unién débil y reversible, la cual alcanza un valor maximo a las 2
horas de incubacién. La segunda fase (anclaje) se caracteriza por ser una union fuerte e
irreversible cuyo valor maximo se obtiene a las 24 horas de incubacién. Varios autores
han demostrado que esta fase es dependiente de polisacaridos bacterianos
extracelulares, por lo cual se ha formulado un medio denominado NMF (medio minimo
libre de nitrégeno con fructosa), que favorece la produccién de estos polisacaridos, para
los ensayos de anclaje (Michiels et al., 1991).
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lll.6.a. Marcado con timidina de la bacteria:

Una colonia de A. brasilense Cd, proveniente de una placa stock fresca fue

inoculada en 10 ml de medio L*, al que se agreg6é 200 ul de metil-3H-timidina (6,70
Ci/mmol)(New England Nuclear), hasta alcanzar una DOggqg de 1 (bacterias controles).

Por otra parte, una colonia se inoculé del mismo modo en 10 ml de medio L* al que se
agregd NaCl 300 mM (bacterias tratadas). En estudios previos se determiné que
Azospirillum brasilense Cd tolera hasta 200 mM de NaCl, observando que una
concentracion de 300 mM produce un retardo del crecimiento bacteriano en cultivo puro,
aunque luego hay una recuperacién hasta valores controles (Rivarola et al., 1998).

lIl.6.b. Experimentos de adsorcion bacteriana a raices de maiz:

Se procedi6 segun Michiels et al (1991). Las bacterias marcadas
radioactivamente, fueron recolectadas por centrifugacién a 4000 rpm durante 10 min,
Posteriormente se realizaron dos lavados en NaCl 0.875% estéril, resuspendiendo el
pellet celular en el medio de adsorcion (MPCL). Se determiné la actividad especifica en el
contador de centelleo.

Metodologia 1 (bacterias marcadas con metil-3H-timidina): Bacterias controles
marcadas y lavadas (aproximadamente 7 x 10 7 UFC) se agregaron a tubos conteniendo
una raiz, proveniente de una plantula de 5 dias de crecimiento, prosiguiendo el
experimento en medio MPCL (grupo Cc) y a tubos conteniendo la raiz en medio MPCL+
NaCl 300 mM (grupo Ct).

Las bacterias tratadas (crecidas en medio suplementado con 300 mM de NaCl) se
agregaron a una raiz en medio MPCL (grupo Tc) y a raiz en medio MPCL + NaCl 300 mM
(grupo Tt).

Metodologia 2 (bacterias portadoras de una fusion nifA-lacZ): A raices de
plantulas controles de 15 dias de crecimiento se agregaron bacterias
controles(aproximadamente 6 x 10 ® UFC), realizando la adsorcion en medio MPCL
(CCC). A las raices de plantulas creciendo en condiciones de estrés, se agregaron
bacterias controles procediendo en medio MPCL (TCC) y bacterias tratadas procediendo
en medio MPCL + NaCl 200 mM (TTT).
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En todos los casos el tiempo de incubacién fue de 2 h a 30° C y 50 rpm. Finalizado
este tiempo las raices fueron lavadas 3 veces por inmersién en agua destilada durante 1
min, y secadas en papel de filtro. La radioactividad presente en las raices fue determinada
en un contador de centelleo (metodologia 1). Cuando se emplearon bacterias portadoras
de la fusién nifA-lacZ se determind la actividad R-galactosidasa en el sistema radical
(metodologia 2).

Ill.6.c. Experimentos de anclaje bacteriano a raices de maiz:

Se procedié como en los experimentos de adsorcion, excepto que el medio de
incubaciéon fue NMF (Michiels et al, 1991) en lugar de MPCL y el tiempo de incubacién
fue de 24 h.

lil.7. Estudios de colonizacion de raices de maiz por A. brasilense:

Semillas de maiz esterilizadas superficialmente y pregerminadas como se
describi6 previamente (punto lll.5.) fueron transferidas a tubos para cultivos hidropénicos
conteniendo medio MPCL libre de nitrégeno, suplementado con 0,1 % de fructosa (plantas
controles) y con NaCl 200 o 250 mM (plantas tratadas). Después de una semana de
crecimiento la solucioén hidropénica fue inoculada con 1 mi de un cultivo bacteriano control
o tratado con una DOgw=1 (aproximadamente 59 x 10° y 54 x 10° UFC/ml
respectivamente) conteniendo la fusién nifA-lacZ y crecido en medio MML. La densidad
del in6culo fue 6 x 10° UFC/planta. La colonizaci6n fue examinada a los 21 dias
postinoculacién.

lll.7.a. Determinacion de la actividad R-galactosidasa:

La expresion del gen /acZ ( actividad B-galactosidasa) en los transconjugantes fue
determinada por la habilidad para hidrolizar o-nitrofenil-8-D galactésido (ONPG) (Miller,
1972). Para ello, se usaron cultivos liquidos de toda una noche de las células conteniendo
las fusiones nifA-lacZ. 1 ml del cultivo en crecimiento fue centrifugado y resuspendido en
el mismo volumen de buffer Z (Miller, 1972); 100-200 pl de estas suspensiones
(dependiendo de la densidad) fueron llevados a un volumen total de 1 ml con buffer Z.
Una gota de SDS 0,1% en buffer Z y dos gotas de cloroformo fueron afadidas a la

41



suspension celular agitando vigorosamente. Las muestras se estabilizaron a 28°C durante
15 minutos y se agreg6é 100 pl de ONPG (4 mg/ml) a cada una de ellas. Los tubos se
mantuvieron a 28°C, deteniendo la reaccién con 250 ul de carbonato de sodio 1 M cuando
se hubo desarrollado el color amarillo. Las muestras se centrifugaron removiendo el pelliet
celular y la intensidad del color amarillo del sobrenadante se determiné en un
espectrofotdmetro a 420 nm.

lIl.7.b. Determinacién del grado de colonizacion:

Las raices con bacterias adsorbidas o ancladas en condiciones normales o
estresantes fueron trituradas en 2 ml de buffer Z (Miller 1972) libre de B-mercaptoetanol.
La actividad p-galactosidasa endbégena de la planta fue inactivada mediante el
calentamiento de la suspension a 50° C durante 15 min; el B-mercaptoetanol fue agregado
a una concentracion final de 35 uM, prosiguiendo con la lisis bacteriana mediante el
agregado de 20 ul de SDS al 0,1% y 40 pl de cloroformo seguido de agitacion. Los restos
celulares se eliminaron mediante centrifugacién a baja velocidad. La actividad B-
galactosidasa se determiné siguiendo el protocolo citado anteriormente. Como blanco se
utilizé extractos de la planta tratados con NapCO3 antes del agregado de ONPG. Los

resultados fueron expresados en unidades Miller. min-1- mg-1 de proteinas de la planta.
Hl.7.c. Determinacion del patron de colonizacion:

La visualizacion in situ de Azospirillum llevando la fusién /acZ se obtuvo mediante
el tedido de las piezas radicales con el sustrato cromogénico de la enzima B-
galactosidasa, 5-bromo-4-cloro-3-indolil B-galactésido (X-gal).

Después de la inoculacién, las piezas radicales fueron tefiidas de acuerdo a
Arséne et al. (1994). Las raices se fijaron en una solucién al 1% de glutaraldehido en
buffer Z (Miller, 1972), revelando la actividad R galactosidasa mediante el tefiido con una
solucién de X-gal. Luego del teflido las muestras fueron lavadas dos veces con buffer Z y
posteriormente con agua para ser examinadas.
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li.7.d. Estudios de adherencia y colonizacion de mutantes de A. brasilense
Cd con alteraciones en los LPS y en el péptidoglucano(PG):

Las mutantes obtenidas denominadas Azospinllum brasilense Cd Tn5-LPS® y
Azospirillum brasilense Cd Tn5-PG fueron utilizadas para estudiar las propiedades de
adherencia y colonizacién a raices de plantulas de maiz comparandolas con las de su
cepa parental (wt). Para ello el plasmido pAB576 conteniendo la fusién nifA-lacZ fue
movilizado por conjugacion a las cepas mutantes y wt como se describié previamente
(11.4).

Los experimentos de anclaje y colonizacién fueron realizados de acuerdo a lo
descripto en lIl.6.c y lll.7.c respectivamente, con la excepcion de que la determinacion del
grado de colonizacién y del numero de bacterias ancladas fue realizada mediante
recuento en placa. En el caso de anclaje, las raices fueron maceradas en condiciones
estériles en NaCl 0,875 %. Del macerado se hicieron diluciones, las cuales se sembraron
en medio MML sélido suplementado con Tc. Para la determinacién del grado de
colonizacién endéfita, el sistema radical fue cortado y macerado en morteros estériles
previa desinfeccién superficial con una solucién de HgCl, 0,01% procediendo de la misma
forma que para el anclaje. Las placas fueron incubadas en estufa a 30° C durante 48 h.

Il1.8. Caracterizacion de componentes superficiales de Azospirillum

brasilense en condiciones normales y en estrés salino:

1ll.8.a. Polisacaridos:

l1.8.a.i. Extraccion de EPS:

Células de A. brasilense crecidas en medio MML o en medio L* control y tratado
(300 mM de NaCl) hasta DOggo:1,00 fueron lavadas y resuspendidas en medio NMF, el
cual induce alta produccion de EPS. Las células se incubaron durante 24 h a 50 rpmy a
30°C.

Los EPS fueron extraidos a partir del sobrenadante de los cultivos, previa
centrifugacién a 10000 rpm 20 minutos, por precipitaciéon con 3 volumenes de etanol frio.
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Luego de centrifugar nuevamente a 10000 rpm 20 minutos el precipitado fue secado,
resuspendido en agua destilada y dializado en agua durante 24 h (Skorupska et al., 1985).

lll.8.a.ii. Determinacioén cualitativa y cuantitativa de EPS:

Se realiz6 la tincién con calcofluor de las bacterias controles y tratadas, segtn Del
Gallo et al.(1989). Para ello, las bacterias crecieron durante 48 h en placas de medio L*
control o tratado (NaCl 300 mM) conteniendo calcofluor (200 ug/ml). Posteriomente fueron
examinadas mediante microscopia de epifluorescencia con filtro UV a 365 nm.

La determinacioén cuantitativa de polisacaridos fue realizada por el método de la
antrona (Dische, 1962).

11.8.b. Glucanos:

Los glucanos de bacterias controles y estresadas crecidas en medio L* hasta
DOs00:1,00 fueron extraidos segin Breedveld et al. (1995). Para ello 5 ml de los cultivos
fueron centrifugados a 7000 rpm durante 10 min. Los pellets fueron lavados con 1 mi de
agua y posteriormente tratados con 200 pl de etanol 75% (v/v) a 70° C durante 30 min.
Luego de centrifugar a 7000 rpm durante 20 min, el sobrenadante alcohélico fue
concentrado bajo vacio. El residuo fue disuelto en 20 ul de agua, de los cuales 10 pl
fueron usados para la determinacion cuantitativa por el método de antrona y los 10 pl
restantes fueron separados por cromatografia en capa delgada (TLC) de silica gel G60
(Sigma).

Los cromatogramas fueron desarrollados en etanol:butanol:agua (5:5:4). Para el
revelado, las placas fueron rociadas con una solucién de 5% de H,SO, en metanol y
calentadas por 10 min a 120° C.

La determinacién cuantitativa de los glucanos se realizé por el método de la
antrona (Dische, 1962).

lil.8.c. Lipopolisacaridos:

Para el aislamiento se realiz6 una extracciéon rapida usando polimixina B
inmobilizada en agarosa (Valverde et al.,, 1997). Luego de la extraccién, los LPS fueron
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separados en geles de poliacrilamida al 20% usando un sistema de buffer conteniendo
SDS-Tricina y visualizados mediante tincion con plata segun Tsai y Frash (1982).

111.8.d. Proteinas:

La concentracion de proteinas de las muestras fue determinada por el método de
Bradford (1976).

Iii.8.d.i. Analisis de proteinas totales:

Las proteinas totales fueron obtenidas a partir de 5 ml de cultivos de A. brasilense
Cd controles y tratados con 300 mM de NaCl a DOggg= 1.00, utilizando para la

extraccion, fenol saturado con Tris-CIH 50 mM, pH 8.00 (De Mot y Vanderleyden, 1989).
Fueron analizadas por electroforesis en geles de SDS-poliacrilamida al 10%, segun el
método de Laemmli (1970).

il1.8.d.ii. Analisis de proteinas periplasmicas:

Para la extraccién de proteinas periplasmicas, 2 ml de los cultivos control y tratado
se centrifugaron a 7000 rpm y el pellet celular fue lavado 2 veces con PBS. Luego las
células resuspendidas en 20 ul de Cl3CH, fueron agitadas vigorosamente y mantenidas

durante 15 min a temperatura ambiente. Cumplido este tiempo, se agregé 200 ul de Tris-
CiH 10 mM (pH 8.00) separando las células por centrifugacién a 10000 rpm durante 20
min, tomando luego ia fraccién sobrenadante, que contiene las proteinas periplasmicas
(Ferro-Luzzi Ames et al., 1984), las cuales se analizaron en geles de poliacrilamida al 10
%, conteniendo SDS (Laemmili, 1970).

[11.8.d.iii. Analisis de proteinas de membrana externa:
Las muestras para el andlisis de proteinas de membrana externa fueron
preparadas de acuerdo a Achtman et al. (1983). Las células bacterianas suspendidas en

10 mM de Tris-CIH (pH 8.00) fueron sonicadas dos veces durante 5 seg en bafio de hielo.
Las células fueron removidas y las membranas recolectadas por centrifugacion a 17000
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rpm durante 60 min. Las membranas se resuspendieron en Tris-CIH 10 mM (pH 8.00) y se
agreg6 sarcosil a una concentracién final de 1,5 % p/v. Luego de incubar a temperatura
ambiente durante 20 min, las membranas fueron cosechadas por centrifugacion a 17000
rpm durante 90 min, resuspendiéndolas en buffer de muestra, para el analisis en geles de
SDS-poliacrilamida al 10 % con urea 4 M (Laemmli, 1970).

lIL.9. Transcripcion de genes promotores de la fijacion de nitrégeno:

Una colonia de los transconjugantes conteniendo las fusiones nifA-lacZ o nifH-lacZ
se inocul6 en 10 ml de medio MML suplementado con Tc: 5 ug ml™ (bacteria control) y
con 300 mM de NaCl (bacteria tratada). Los cultivos crecieron aerébicamente en agitador

rotatorio hasta densidad optica (DO_ ) de 1.0. Luego de centrifugar, los pellets

600
bacterianos fueron resuspendidos como se detalla a continuacién, para un total de 6
grupos experimentales:
(i) bacteria control en medio MML libre de nitrégeno; (ii) bacteria control en exudado
radical control; (iii) bacteria control en exudado radical tratado; (iv) bacteria tratada en
medio MML libre de nitrégeno; (v) bacteria tratada en exudado radical control; (vi) bacteria
tratada en exudado radical tratado.

Luego de 4 h de incubacién a 30° C y 150 rpm, se centrifugé a 10000 rpm,
resuspendiendo el pellet bacteriano en buffer Z. La actividad p-galactosidasa se determiné
como se describe en |ll.7.a.

11.10. Obtencion de mutantes de A. brasilense Cd:
1.10.a. Mutagénesis por transposicion:

La obtencién de mutantes de Azospirillum por insercién inducida por el transposén
Tn5 fue llevada a cabo por conjugacién con E. coli HB101 conteniendo el plasmido pGS9
(Tn5) o con E. coli S17-1 conteniendo Tn5-B20. Se procedié segin Vanstockem et al.
(1987). Los transconjugantes fueron seleccionados en agar MML suplementado con
cloruro de amonio (1 g/l) y Km (25ug/mi).
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Los exoconjugantes resistentes a Km (Km") de Azospinillum brasilense fueron
examinados para seleccionar mutantes deficientes y/o hiperproductoras de
exopolisacaridos, con alteraciones en los LPS y resistentes o sensibles a estrés salino.

ll1.10.b. Mutantes inducidas por luz UV:

Para la mutagénesis se utilizé un cultivo de Azospinllum brasilense crecido durante
toda la noche en medio MML. Muestras de 1 ml fueron centrifugadas a 10000 rpm en
condiciones estériles; luego de descartar los sobrenadantes, los pellets fueron
resuspendidos en 100 pyl de NaCl 0,875 % y sembrados en placas de medio s6lido MML
suplementado con 400 y 500 mM de NaCl. Antes de la incubacién, las placas fueron
expuestas durante 10 seg a luz UV. La incubacién se realizé en oscuridad en camara
humeda a 30°C durante siete dias.

l1.10.c. Mutantes espontaneas:

La metodologia empleada fue similar a la anterior con la excepcion que las placas
no fueron expuestas a luz UV.

l1.10.d. Seleccion de mutantes deficientes e hiperproductoras de EPS:

Para ello los exoconjugantes Km' crecieron durante 3 dias en medio MML s6lido
suplementado con calcofluor 200 ug/ml. Posteriormente las bacterias fueron examinadas
en microscopio de epifluorescencia con filtro UV (Michiels et al., 1990). Los clones que
presentaron mayor o menor intensidad de fluorescencia con respecto a la cepa salvaje,
fueron seleccionados para la determinacién cuantitativa de EPS producidos segun se
describe en ll1.8.a.i y lll.8.a.ii.

111.10.e. Seleccion de mutantes con LPS alterados:

Para esta busqueda se eligi6 como criterio de seleccion la sensibilidad aumentada
a compuestos hidrofébicos. En este caso se utilizé SDS, determinando la maxima
concentracion de SDS que no tuviese efecto inhibitorio en el crecimiento de Azospinillum
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brasilense. Para ello se probaron las siguientes concentraciones: 0.005%, 0.007%, 0.01%,
0.013%, 0.015%, 0.02% y 0.04%. Para corroborar alteraciones en los LPS se estudi6 el
perfil electroforético de los mismos como se indica en el punto [11.8.c.

I11.10.f. Seleccion de mutantes resistentes a estrés salino:

Se analiz6 en los transconjugantes la resistencia al estrés salino. Para ello se
determiné previamente la concentracién inhibitoria minima de NaCl, utilizando: 100, 200,
300, 400, 500, 600, 800, 1000 y 1200 mM. E! ensayo se realizé en medio sélido MML
suplementado con las concentraciones antes mencionadas de NaCl. Las placas fueron
incubadas en camara humeda a 30°C y el crecimiento fue seguido durante siete dias.

l11.10.g9. Seleccidon de mutantes sensibles a estrés salino:

La seleccion se realizé en placas de medio sélido MML suplementado con 200 mM
de NaCl (teniendo como antecedente que A. brasilense tolera hasta 300 mM de NaCl).
Los clones que presentaron disminucién en el crecimiento con respecto a la cepa salvaje
fueron conservados para corroborar pérdida de la tolerancia a estrés salino. La tolerancia
a estrés salino fue determinada mediante curvas de crecimiento en medio MML
suplementado con 200 mM de NaCl.

[11.10.h. Curvas de crecimiento:

Las cepas se cultivaron en medio MML, suplementado o no segun corresponda
con Km 25 ug/ml, hasta DOgqo: 0,3. Posteriormente 1 ml fue inoculado en 25 ml del mismo
medio con y sin el agregado de NaCl 200, 300, 400 6 500 mM segun el caso. Los cultivos

se incubaron en agitador rotatorio a 32°C, 100 rpm. El crecimiento fue seguido mediante
el incremento en la DOggo.
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lll.11. Caracterizacion genética de las mutantes de A. brasilense Cd Tn5-LPS?
y Tn5-PG:

lll.11.a. Extraccion de ADN:

Una alicuota de 1,5 ml de un cultivo de toda la noche de A. brasilense fue
centrifugada durante 2 min a 10000 rpm. El pellet celular fue resuspendido en 567 ul de
buffer TE, agregando 30 pl de SDS (10%) y 3 ul de proteinasa K (20 mg/mi). El tubo fue
mezclado por inversién e incubado a 37°C durante 1 h para producir la lisis celular.
Posteriormente se agregé 100 ul de NaCl 5 M, mezclando vigorosamente por unos
segundos. Luego del agregado de 80 pl de CTAB (10%) se incubé a 65°C durante 10 min,
se adicion6 un volumen igual de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1) agitando
vigorosamente. La mezcla fue centrifugada durante 5 min a 11000 rpm. La fase superior
fue recuperada, se agregé un volumen igual de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico
(25:24:1), se mezcl6 y centrifugé durante 5 min a 11000 rpm. Luego de recuperar la fase
superior, se adicioné 2 pl de RNasa (10 mg/ml) incubando la mezcla durante 30 min a
37°C. A continuacion, se agregé un volumen igual de isopropanol, manteniendo el tubo a
temperatura ambiente por 5 min, se centrifugé 5 min a 11000 rpm, descartando el
sobrenadante y lavando el pellet dos veces con etanol al 70%. Se centrifugd 5 min a
11000 rpm; el pellet fue secado y resuspendido en 10-30 ul de buffer TE o agua
bidestilada estéril segtin el caso.

El ADN fue cuantificado mediante comparacién visual de la intensidad de
fluorescencia en geles de agarosa 0,8% conteniendo bromuro de etidio, con respecto a un
estandar de ADN de concentracién conocida.

lll.11.b. Extraccion de plasmidos:

La extraccion de plasmidos se realizé por el método alcalino, de acuerdo con
Sambrook et al. (1989).

Una alicuota de 1,5 ml de un cultivo crecido en medio LB durante toda una noche
fue centrifugada a 12000 rpm durante 2 min. El pellet bacteriano fue resuspendido en 100
pl de solucion GTE suplementada con lisozima, incubando la mezcla durante 5 min a
temperatura ambiente. Luego se agregé 200 ul de una solucién que contiene 0,2 N de
NaOH y 1% de SDS, incubando 5 min en hielo.
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A la mezcla anterior se adicion6 150 pl de acetato de potasio, pH: 4,8. Se agité
vigorosamente durante 5§ min. La mezcla fue centrifugada a 12000 rpm por § min,
transfiiendo el sobrenadante a un nuevo tubo. Posteriormente se agregé un volumen
equivalente de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1). Luego de mezclar se
centrifug6 durante 2 min a 12000 rpm, transfiriendo el sobrenadante a un nuevo tubo. El
ADN doble cadena fue precipitado con dos volumenes de etanol y centrifugado a 12000
rom por 5 min. El sobrenadante fue removido y el ADN fue lavado dos veces con 1 ml de
etanol al 70% a 4° C. El sobrenadante fue removido por centrifugacion a 12000 pm
durante 5 min y el pellet se secé a 37°C. Luego fue resuspendido en 50 pl de buffer TE o
agua bidestilada estéril con el agregado de 1 pl de RNasa (10 mg/ml). Las muestras
fueron guardadas a -20° C.

Para el caso de plasmidos recombinantes se utilizé una modificacién del método
anterior descripta por Le Gouill ef al. (1994), la cual se detalla a continuacion:

El pellet bacteriano obtenido del mismo modo que el descripto anteriormente fue
resuspendido en 200 ul de GTE, al cual se adicioné 200 ul de una solucién conteniendo
0,2 N de NaOH y 1% de SDS. Se mezclé suavemente hasta que la mezcla quedd
transparente (lisis total). Posteriormente se adicion6 200 ul de acetato de potasio, pH: 4,8,
mezclando suavemente por inversidbn hasta homogeneizar. Se centrifugé a 11000 pm
durante 5 min, transfiiendo el sobrenadante a un nuevo tubo, al que se adicion6 un
volumen equivalente de isopropanol frio, se mezclé suavemente y se incub6 a -20° C
durante 30 min; se centrifugé a 11000 rpm durante 10 min. El sobrenadante fue
descartado y el pellet se sec6 a 37° C, resuspendiéndolo posteriormente en 20 ul de agua
bidestilada estéril suplementada con 1 yl de RNasa (10 mg/mi). Luego de incubar a 37° C
durante 30 min las muestras fueron guardadas a —20° C.

lll.11.c. Digestion de ADN total con EcoRI:

Aproximadamente 800 ng de ADN fueron digeridos con la enzima de restriccion
EcoRl en la siguiente mezcla de reaccién:

ADN 32 ul
Albumina bovina acetilada 0,4 pl
Buffer H 4,0 pl
Agua 1,6

50



EcoR1 2,0ul
La mezcla de digestion fue incubada durante 3 h a 37° C.

lll.11.d. Digestion del plasmido pSUP102 con EcoRI:

El vector pSUP102 fue digerido con la enzima de restriccion EcoRl en la siguiente
mezcla de reaccion:

ADN pSUP102 15 pl
AlbGmina bovina acetilada 0,2 ul
Buffer H 1,5 ul
Agua 2,3yl
EcoR1 1,0 pl

La mezcla de digestion fue incubada durante 3 h a 37° C.

Luego de la digestién la enzima fue inactivada mediante el calentamiento a 65° C durante
10 min.

lll.11.e. Ligacion:

El ADN digerido con EcoRl de la mutante (300 ng) fue ligado con pSUP102
digerido con EcoRlI utilizando la ligasa del fago T4.

pSUP102 (EcoRlI) 10 pl
ADN (EcoRl) 15 ul
Buffer de ligacién 3,0 ul
Agua 1,0 pl
Ligasa T4 1,0 4l

La ligacién se realizé durante toda una noche a 4° C. Luego de la incubacion, el
ADN de la mezcla de ligacién fue precipitado con 0,1 volumen de acetato de sodio 3 My
un volumen de isopropanol frio. La mezcla fue incubada durante 30 min a —=20° C, y
centrifugada a 12000 rpm durante 10 min. Posteriormente el peilet fue resuspendido en 20
pl agua bidestilada estéril.
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ll.11.f. Preparacion de células electrocompetentes:

E. coli S17-1y E. coli JIM109 fueron hechas competentes de la siguiente manera:
100 ml de medio LB fue inoculado con 1 mi de un cultivo de toda una noche de E. coli
cultivado a 37° C con agitacion vigorosa. Cuando los cultivos alcanzaron una DOgg de
0.6, fueron enfriados en hielo durante 30 min. Las células fueron centrifugadas a 7000
rpm durante 15 min a 4° C. El pellet celular fue lavado dos veces con 50 ml de glicerol
10% frio, resuspendidas en un volumen final de 0.2 ml de medio GYT frio y guardadas a
—80° C, hasta su utilizacién (Tung y Chow, 1996).

lll.11.g. Transformacién de células electrocompetentes de E. coli S17-1:

10 yl de la mezcla de ligacion fueron utilizados para transformar células
electrocompetentes de Escherichia coli S17-1. La electrotransformacién fue llevada a
cabo usando un Gene Pulser (Bio-Rad) en cubetas preenfriadas de 0,4 cm, bajo las
condiciones sugeridas por el fabricante ( 25uF, 200-600Q, 2.0 kV).

Luego de la electroporacién, las células fueron resuspendidas en 1 ml de medio
SOC e incubadas durante 1 h a 37° C. Después las células fueron sembradas en placas
de medio LB conteniendo 25 ug/ml de Km y § ug/mi de Tc. Los clones que crecieron
(transformantes) fueron analizados mediante PCR para determinar la presencia de
secuencias de insercion (IS50) en los plasmidos recombinantes.

111.11.h. PCR de clones transformantes:

Para determinar la presencia de secuencias de insercion en los clones
transformantes, propias del transposén Tn5, se realiz6é la reaccion de amplificacion en
cadena de la polimerasa, empleando primers especificos para las secuencias de insercion
del Tn5 (1S50). Estos primers denominados IS1 e IS2 conducen a la amplificacion de un
producto de PCR de 1,2 kb (IS1 5'-GCTCGATCTAGAACGTTCATGATAACTTCTGC-3" e
1IS2 5-TCTGCGGACTGGCTTTCTAC-3). EIl ADN molde se obtuvo de la siguiente
manera:

Una colonia de los clones transformantes fue resuspendida en 100 pl de agua
bidestilada estéril, luego se colocé en un bafio a ebullicion durante 10 min. Luego de
centrifugar a 10000 rpm 5 min, 5 pl del sobrenadante fueron utilizados como molde.
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Como controles se utilizé agua, ADN de A. brasilense wt como controles negativos
y ADN del vector pGS9 (Tn5) como control positivo.
La mezcla de PCR fue la siguiente:

Agua 5yl
Buffer 254l
ASB 2,5l
dNTP 2,5l
Primers 1S50f 2,5 ul
Primers 1S50r 2,5 pl
Mg*™ 2,5l
Taq 1 ul
ADN molde 5ul

Las condiciones de ciclado fueron las siguientes:
Un ciclo de desnaturalizacién a 94° C: 2 min
35 ciclos de
94°C: 30s
52°C: 20 s
72°C:45s
Un ciclo final de elongacién a 72° C: 3 min
La amplificaciéon se llevé a cabo en un termociclador para tubos capilares, Idaho
1605 Air Thermo Cycler (ATC).
Luego de finalizada la amplificacion, los productos fueron separados por
electroforesis en geles de agarosa 0,8 %.

li.11.i. Mutagénesis reversa:

Para corroborar que la insercion TnS en el fragmento clonado es la responsable
del fenotipo observado en las mutantes, se realiz6 la mutagénesis reversa empieando el
vector pSUP 102 conteniendo el fragmento clonado (EcoRlI::Tn5).

Para ello el plasmido fue movilizado por conjugaciéon a A. brasilense Cd wt. Luego
de la conjugacién se buscaron clones en donde hubiesen ocurrido eventos de doble
recombinacion (intercambio de marcadores). Con tal fin los transconjugantes resistentes a
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kanamicina fueron analizados para seleccionar aquellos que presentaran sensibilidad a Tc
(propia del vector).

lIl.11.j. Hibridizacién de ADN (Southern blot):

Para la hibridizacion del ADN de las cepas mutantes y wt se empledé como sonda
el fragmento EcoRI conteniendo la insercion del Tn5 clonado de cada una de las mutantes
obtenidas.

l11.11.k. Obtencién de la sonda:

Los plasmidos pSUP102 conteniendo el fragmento clonado (EcoR!::Tn5) de las
mutantes de A. brasilense Cd Tn5-LPS? (pEJlps1) y Cd Tn5-PG (pEJpg1), fueron
digeridos con EcoRIl. Luego de la digestion los fragmentos recombinantes fueron
separados por electroforesis en geles de agarosa 0,8%, a partir de los cuales fueron
escindidos en un bloque de agarosa. Los bloques de agarosa conteniendo los fragmentos
de interés fueron colocados en una columna wizard (Promega). EI ADN fue eluido de la
columna por centrifugacion a 14000 rpm durante 2 min y fue precipitado con 0,1 volumen
de acetato de sodio 3 My 1 volumen de isopropanol frio. La mezcla fue incubada durante
30 min a —20° C, y luego centrifugada a 12000 rpm durante 10 min. Se lav6 dos veces con
etanol al 70% y secado a 37° C. Posteriormente el pellet fue resuspendido en 20 pl agua
bidestilada estéril.

Los fragmentos purificados fueron marcados con 14-dCTP-biotina empleando el kit
Bioprime (Gibco BRL). Los nucleétidos no incorporados fueron eliminados mediante
precipitacién con acetato de sodio 3 M e isopropanol frio como se describi6é anteriormente.
EI ADN precipitado fue lavado dos veces con etanol al 70% frio.

lll.11.1. Transferencia de ADN a membranas de nylon:

Aproximadamente 200 ng de ADN total de la cepa wt y de las mutantes digeridos
con EcoRI fueron transferidos a membranas de nylon (Hybond™- N, Amersham LIFE
SCIENCE). La transferencia se realiz6 hacia abajo durante 1 h, segin Chomczynski
(1992). Previo a la transferencia, el gel fue sumergido en una solucién de HCI 0,125 M
durante 10 min para producir la depurinacién de las muestras. Posteriormente el gel se
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sumergi6é durante 1 h en NaOH 0,4 M, NaCl 3 M (desnaturalizacién). Luego se realiz6é un
lavado de 15 min con buffer de transferencia. La transferencia fue realizada en el
siguiente buffer. NaOH 8 mM y NaCl 3 M. Finalizada la transferencia las membranas se
neutralizaron durante 10 min en buffer fosfato (NaH,PO,4 0,2 M; Na,HPO, 0,2 M; pH: 6,8).
Las membranas fueron expuestas a luz UV durante 15 min y posteriormente secadas a
60° C durante 15 min.

lll.11.m. Hibridizacién:

Las hibridizaciones se llevaron a cabo en un homo de hibridizacién a 42° C
empleando soluciones que contienen formamida. Las membranas fueron colocadas en
tubos de vidrio con tapa a rosca para hibridizacion.

El protocolo de hibridizacion empleado fue el recomendado por el fabricante
(Gibco BRL).

Para la deteccion se emple6 un kit de quimioluminescencia PhotoGene Nucleic
Acid Detection System version 2.0 (Gibco BRL, LIFE TECHNOLOGIES).

El revelado se realizé mediante autorradiografia empleando peliculas para rayos X
CURIX (AGFA). La exposicién se realizé durante 2 min.

11.11.n. Subclonado:

Los fragmentos clonados de ambas mutantes en pSUP102 (pEJips1 y pEJpg1)
fueron subclonados en pBluescript SK (pBSK). Para ello, los plasmidos pBSK, pEJIps1 y
pEJpg1, fueron aislados por el método descripto anteriormente (Sambrook et al.,, 1989).
Se realizé6 una doble digestion con EcoRI-BamHI. Los productos de digestion fueron
purificados mediante precipitacion con acetato de sodio 3 M, y separados en geles de
agarosa al 0,8%.

Los fragmentos de digestién fueron ligados en pBSK. La mezcla de ligacion, previa
purificacion mediante precipitacion, fue utilizada para transformar células
electrocompetentes de E. coli JM109 siguiendo el procedimiento descripto para el
clonado.

Los clones transformantes fueron seleccionados en medio LB sélido suplementado
con Ap 25 pg/ml (propia del vector) y Km 25 pg/mi (propia del Tn5). De esta manera se
seleccionaron los clones cuyos plasmidos poseen el fragmento interno EcoRI-BamHI del
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ADN clonado en pSUP102 (EcoRl::Tn5). Los clones transformantes fueron utilizados para
realizar un analisis de restriccién utilizando doble digestion con EcoRI-BamHI.

lIl.11.0. Secuenciamiento:

Los plasmidos pBSK conteniendo el fragmento EcoRI-BamHI (pEJIps2) y EcoRI-
BamHI (pEJpg2) fueron purificados, previa extraccion, usando el kit wizard DNA Clean-Up
System (Promega). Los plasmidos purificados fueron utilizados para secuenciar el
fragmento de ADN de Azospinllum brasilense que flanquea al Tn§ en ambas mutantes,
empleando el primer 1Ss (5-TGGAAGCTCAGATCCTGGAA-3") el cual se ancla entre la
IS50 del Tn5.

El servicio de secuenciamiento fue realizado en HHMI/Keck DNA Sequencing
Facility, USA.

lll.11.p. Anadlisis de secuencia y busqueda de homologia:

Las secuencias fueron analizadas en la base de datos de GenBank utilizando el
programa BLASTX 2.0.10 (Altschul et al., 1997).

i.12. Analisis estadistico:

E! analisis estadistico se llevé a cabo usando el analisis de la varianza (ANOVA)
comparando las medias por el Test de LSD p<0.05. Letras iguales indican que no hay
diferencias significativas entre las muestras analizadas.

1.13. Medios de cultivos empleados:

Medio Luria Bertani (LB):
Contiene por litro:

NaCl 109
Extracto de Levadura 5¢g
Triptona 10¢g
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LB suplementado (L*)
Contiene por litro:

NaCi 10g
Extracto de Levadura 5¢g
Triptona 10¢g
MgSO, . 7H:0 03g
CaCl; 0,27 ¢

Medio Minimo Lactato (MML)
El medio MML contiene por litro:

Lactato de sodio 10g
K.HPO, 167g
KH.PO, 0,87 ¢
NaCl 0,05¢
MgSO, . 7H,0 0,1g
CaCl, 0,04 ¢
FeCl, 0,004 g
NaMoO, . 2H20 0,005¢g
Biotina 0,01g
Acido Nicotinico 0,02g
Acido Pantoténico 0,01g
NH.CI 1g

Marin-Prével-Charpentier-Lavigne (MPCL)
El medio MPCL contiene por litro:

Ca(NOy);.4H,0 1,649

KNO; 202 mg
K2SO4 348 mg
MgSO,.7H,0 480 mg
NH.NO; 480 mg
KCl 296 mg
KH.PO, 408 mg
NaFe(lll)EDTA 8,07 mg
HsBOs 34,4 mg
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MnS0,4.2H0
ZnS04.7H.0
CuS0,4.5H;0
NaMo00,4.2H;0

Medio Minimo M9 libre de nitrégeno, con fructosa (NMF)

Contiene por litro:

Na,HPO,

KH.PO,

NaCl

Autoclavar y agregar estéril:
Fructosa (20 %)

MgSO, (1 M)

CaCl; (10 mM)

Vitamina B1(1 %)

Medio GYT: (%)
Glicerol

Extracto de Levadura
Triptona

Medio SOC:

Triptona

Extracto de Levadura
NaCl

MgSO,

Mg Cl;

6,5 mg
8,5 mg
3,6 mg
1,8 mg

48g
30¢g
059

10 ml
1Tmi

10 ml
0,5 mi

10%
0,125%
0.25%

2%
0,5%
10 mM
10 mM
10 mM
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IV.1. EFECTOS DEL ESTRES SALINO SOBRE LA
ADHERENCIA DE Azospirillum brasilense A RAICES DE
Zea mays.

Se planifico estudiar la adherencia mediante el uso de isétopos radioactivos
(Michiels et al., 1991) e implementando la utilizacién de genes reporteros (Arséne et al.,
1994). El objetivo de utilizar ambas metodologias radica en que la primera permite
determinar el nimero de bacterias que se adhieren a las raices, mientras que la segunda
permite investigar los patrones de colonizacién in situ.

IV.1.a. Estudios de adherencia de Azospirillum brasilense a raices de Zea mays
usando isotopos radioactivos:

IV.1.a.i. Densidad 6ptica y viabilidad:

Antes de determinar la adherencia bacteriana, se realizaron estudios de viabilidad
con el objeto de conocer el nimero de células viables a DOgg(:1,00 (fase exponencial de

crecimiento). Esta experiencia fue realizada para inocular las raices de maiz, en los
distintos tratamientos, con un niumero conocido de bacterias.

Los resultados de viabilidad no muestran diferencias significativas en el numero de
bacterias viables a DOggg:1,00 entre el control (bacteria crecidas en medio control) y el

tratado (bacterias crecidas en medio salino)(Tabla N° 2). Es decir que el NaCl a una
concentracion de 300 mM, produce un retardo en el crecimiento de A. brasilense, pero a
igual DO el numero de células es el mismo.
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Tabla N° 2. Viabilidad de Azospirillum brasilense Cd en condiciones control (C) y de
estrés salino (T) en medio L* a DOgg: 1.00

Medio de cultivo UFC /mi
L* (C) 1.40x10°%+0.38°2
L*suplementado 1.11x10%+0.23°

Con 300 mM de NaCl (T)

Los datos representan la media + el error estandar de 4 experimentos (en cada
experimento se realizaron 3 determinaciones). Letras iguales indican que no hay
diferencias significativas entre las muestras analizadas (ANOVA, test LSD, p<0.05).

IV.1.a.ii. Adsorcion de Azospirillum brasilense Cd a raiz de maiz: Efecto del estrés
salino:

Los experimentos de adsorcion fueron realizados utilizando raices de plantulas de
maiz crecidas en condiciones normales durante 5 dias (seccién 1ll.5. de Materiales y
Métodos). Para estandarizar las condiciones y teniendo en cuenta que la raiz de maiz no
es uniforme, los estudios de adsorcién y anclaje se llevaron a cabo utilizando segmentos
de 5 cm de la raiz principal, tomados desde la punta de la raiz. Cada raiz fue inoculada
con 7 x 10’ UFC. La tabla N° 3 muestra la adsorcién bacteriana a raices de maiz en los
cuatro grupos estudiados: Bacteria control en medio control (Cc), bacteria control en
medio tratado (Ct), bacteria tratada en medio control (Tc), y bacteria tratada en medio
tratado (Tt). Puede observarse una disminucién significativa en el nimero de bacterias
que se adsorben a las raices de maiz en los grupos Tc y Ct con respecto al control (Cc).
De ello puede deducirse que el estrés salino afecta la adsorcién de las bacterias a la rafz
de maiz ya sea produciendo perturbaciones en la bacteria durante el crecimiento en
medio salino (bacteria tratada) como durante el proceso mismo de adsorcion. En el caso
de las bacterias que crecieron en condiciones de estrés (Tc), la disminuciéon podria
deberse a disturbios en la superficie bacteriana, mientras que en el caso de Ct (bacterias

61



controles adsorbidas en un medio salino) podria deberse a modificaciones en la fuerza
ionica del medio de adsorcion. Con respecto a esta Ultima posibilidad, estudios realizados
por Gafny et al. (1986) ya han mostrado que la adsorcién de A. brasilense a raices de
maiz es afectada por la fuerza i6nica del medio. En particular, la presencia de cationes
monovalentes (Na®), divalentes (Ca™) o polivalentes (poly-L-lisina) inducian una
disminucion del numero de bacterias adsorbidas (Gafny et al., 1986). En el mismo estudio
se muestra que la cinética de adsorciéon de A. brasilense a raices de maiz puede ser
representada por una isoterma de adsorcién de Langmuir, asumiendo que: a) El nUmero
de sitios de unién bacteriana por unidad de area de raiz (o por unidad de masa de raices
de tamario similar) es fijo. b) Las bacterias adheridas forman monocapas en la superficie
de las raices. ¢) Las bacterias unidas a las raices como las libres en la solucion que
rodean a las mismas estan en equilibrio.

Estos autores encontraron que la adherencia de A. brasilense a raices de maiz
incrementa linealmente a mediada que aumenta el nimero de bacterias en la mezcla de
reaccién hasta 5 x 108 células/ml. A nimeros més elevados se observa saturacién. Con
mas de 10° células/mi los valores producen una recta que se desvia de la isoterma
derivada en forma teérica, la cual podria ser atribuida a la adsorciéon de las bacterias a las
raices en forma de agregados. Observaciones por microscopia electrénica de barrido de
las bacterias adheridas confirmaron que altos nimeros de bacterias (10°-10"" células/ml)
resultan en la formacion de agregados multicapas sobre las raices (Gafny et al., 1986). A
concentraciones mas bajas de bacterias las células se adsorben en monocapas.

Como hipétesis para explicar el hecho de que no haya variaciones en el nimero
de bacterias adsorbidas en el tratamiento Tt, podria suponerse que la bacteria desarrolla
un mecanismo de adaptacién a las condiciones de estrés.
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Tabla N° 3. Efectos del estrés salino sobre la adsorcion de Azospirillum brasilense
Cd a raices de maiz.

NGmero de bacterias / raiz

Tratamiento
Cc 9.76 x 10° £ 0.34 ®
Tc 5.35x10°+1.00°
Ct 7.53x10°+£0.76 °
Tt 7.88x10°+1.19%

Cc: bacterias control en medio de adsorcién control. Tc: bacterias tratadas (crecidas en
presencia de 300 mM de NaCl) en medio de adsorcién control. Ct: bacterias control en
medio de adsorcion salino. Tt: bacterias tratadas en medio de adsorcion salino. En todos
los casos el pH del medio de adsorcion fue 7,0. Los datos son la media + el error estandar
de 4 experimentos (en cada experimento se utilizaron 3-4 raices por tratamiento). Letras
iguales indican que no hay diferencias significativas entre las muestras analizadas
(ANOVA, test LSD, p<0.05).

IV.1.a.iii. Anclaje de Azospirillum brasilense Cd a raices de maiz: Efecto del estrés
salino:

El estrés salino afecta el mecanismo de anclaje de la bacteria a la raiz de maiz, lo
cual se refleja por una disminucién en el nimero de bacterias que se anclan a la raiz en
los tres tratamientos (Tc, Ct y Tt) con respecto al control (Tabla N° 4).

Cuando la bacteria crece en condiciones de estrés e interacciona en un medio
control (Tc) el menor anclaje podria estar relacionado con cambios en la expresion de
moléculas que participan durante esta fase de adherencia. También se observé un menor
anclaje en el caso de bacterias crecidas en condiciones normales que interaccionaron con
la raiz en medio salino (Ct). Cuando la bacteria crece e interacciona con la raiz en alta
salinidad (Tt) las condiciones de estrés no cesan debido a la permanencia continua en
medio salino, conduciendo a una dsminucién en el anclaje de la bacteria.
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Tabla N° 4. Efecto del estrés salino sobre el anclaje de Azospirillum brasilense Cd a
raices de maiz.

Numero de bacterias / raiz

Tratamiento

Cc 2.72 x 108+ 0.56 2
Tc 0.85x10° +0.21°
Ct 0.84 x10° +0.13°
Tt 0.38x10°+0.09°

Los datos son la media + el error estandar de 4 experimentos (en cada experimento se
utilizaron 3-4 raices por tratamiento). Letras iguales indican que no hay diferencias
significativas entre las muestras analizadas (ANOVA, test LSD, p<0.05).

IV.1.b. Estudio de la Interaccion Azospirillum brasilense-Zea mays usando genes
reporteros:

IV.1.b.i. Viabilidad:

Se determind por el método de recuento en placa el numero de bacterias
viables/ml que corresponden a DOgg:1,00 en cultivos de A. brasilense Cd nifA-lacZ
crecidos en medio MML en condiciones controles como de estrés salino (300 mM NacCl),
no encontrandose diferencias en la viabilidad de ambos cultivos (tabla N° §). Sin embargo
el rendimiento de A. brasilense en medio MML es inferior en dos 6rdenes de magnitud al
producido en medio L*.
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Tabla N° 5. Viabilidad de Azospirillum brasilense Cd nifA-lacZ en condiciones
control (C) y de estrés salino (T) en medio MML a DOggo: 1.00

Medio de cultivo UFC /ml
MML (C) 5,90 x 10 ® + 0,962
MML suplementado 5,36 x10°%+1.02°

Con 300 mM de NaCl (T)

Los datos son la media t el error estandar de 4 determinaciones. Letras iguales indican
que no hay diferencias significativas entre las muestras analizadas (ANOVA, test LSD,
p<0.05).

IV.1.b.ii. Efecto del estrés salino sobre el crecimiento de Zea mays:

El propésito principal de este experimento fue evaluar los efectos de diferentes
concentraciones de NaCl sobre la dindmica del crecimiento de la raiz. El desarrollo de
plantulas de maiz en medio MPCL solo y suplementado con 250 y 300 mM de NaCl fue
seguido durante 6 dias. A 300 mM de NaCl (osmolaridad:-1.277MPa), las plantulas
presentaron un crecimiento tanto radical como aéreo muy deficiente, sin raices laterales.
A 250 mM de NaCl (osmolaridad: -1.085 Mpa), aunque hubo una diferencia evidente con
respecto a las plantas controles, se observo desarrollo de raices laterales (Fig. N° 1).

En vista de estos resultados se decidié llevar a cabo el subsecuente analisis con
concentraciones de 200 y 250 mM de NaCl en el medio de la planta.
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Fig. N° 1. Efecto del estrés salino sobre el crecimiento de Zea mays.

IV.1.b.iii. Adsorcién y anclaje de Azospirillum brasilense Cd a raices de plantulas de
maiz crecidas bajo estrés salino:

El grado de adherencia de A. brasilense Cd a raices de maiz fue estimado por el
ensayo de la actividad B-galactosidasa, la cual en el ensayo utilizado esta relacionada al
nimero de bacterias asociadas al sistema radical (Katupitiya et al., 1995). La tabla N° 6
muestra que ambos pasos de la adherencia (adsorcion y anclaje) estan significativamente
disminuidos con respecto al grupo control.

Previamente se demostré que la bacteria creciendo bajo condiciones de estrés
salino presentarfa alteraciones que conducen a una inadecuada adherencia a raices de
plantulas normales. El presente resultado demuestra que ambos componentes, planta y
bacteria, son esenciales en la asociaciéon. Por otra parte, el estrés salino no sélo afecta el
crecimiento de la bacteria sino también las etapas tempranas del crecimiento de la planta.
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Aun cuando los estudios de adsorcién y anclaje fueron llevados a cabo con bacterias
controles en un medio normal (TCC), la adherencia resulté afectada; lo mismo ocurre
cuando la bacteria estresada se adhiere a una raiz control en medio normal, demostrando
que tanto la bacteria como la planta sufren alteraciones que persisten y se hacen
manifiestas a posteriori en los ensayos de adsorcién y anclaje.

Tabla N° 6. Adherencia de Azospirillum brasilense Cd a raices de maiz bajo estrés

salino (actividad B-galactosidasa expresada en unidades Miller. min™'. mg™' de prot

de la planta.)
TRATAMIENTO ADSORCION ANCLAJE
CCC 7.71+0.942 138.46+20.85°¢
TCC 2.52+1.01° 68.02+ 9.52°¢
T 4.53+0.22° 4187+ 5.07¢

Los datos son la media + error estandar de 5 experimentos (en cada experimento se
utilizaron 3-4 raices por tratamiento). CCC: Plantulas controles - Bacteria control - Medio
control. TCC: Plantulas tratadas (200 mM NaCl) - Bacteria control- Medio Control. TTT:
Plantulas tratadas (200 mM NaCl) - Bacteria tratada (300 mM NacCl) - Medio tratado (200
mM NaCl). Letras iguales indican que no hay diferencias significativas entre las muestras
analizadas (ANOVA, test LSD, p<0.05).

IV.1.b.iv. Determinacion del patron de colonizacion de Azospirillum brasilense a
raices de plantulas de maiz:

La Fig. N° 2 muestra los resultados de la inoculacién de plantulas controles y
estresadas con bacterias controles y estresadas. Las plantulas controles no inoculadas
presentan un desarrollo radical normal (I), mientras que las inoculadas tanto con bacterias
controles como estresadas (Il y Ill respectivamente) muestran un mayor nimero de raices
laterales, con un incremento en la densidad y longitud de los pelos radicales. Asimismo,
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las plantulas crecidas en NaCl 200 o 250 mM e inoculadas (V, VI, Vill y IX) presentan un
mejor desarrollo que las no inoculadas (IV y VII). Sin embargo hay una evidente diferencia
entre las plantulas crecidas en NaCl 200 mM y aquellas en 250 mM inoculadas con
bacteria control (V y VIII) y también entre este grupo (V) y el inoculado con Azospirillum
estresado (VI), donde se observa una mayor expansién radical en el inoculado con
bacteria normal (V). En todas las muestras inoculadas se observé un velo (material
fibrilar) adherido principalmente a las raices laterales.

La colonizacién fue examinada a los 21 dias postinoculacion de Azospirillum
brasilense Cd (nifA-lacZ). Después del tefiido de las raices, las bacterias fueron
detectadas como zonas azules sobre la superficie radical (Fig. N° 3). Las raices de
plantulas no inoculadas permanecieron blancas (I). En las plantulas controles inoculadas
ya sea con bacterias crecidas en condiciones normales como estresantes, el patréon de
colonizacion fue similar, con las bacterias localizadas principalmente en las partes
superiores del sistema radical (Il y lll). La zona de elongacién no presenté desarrolio de
color concordando con las observaciones realizadas por Vande Broek et al. (1993) en
trigo. La intensidad del tefiido fue menor en las plantulas crecidas en presencia de NaCl
200 mM e inoculadas con bacterias controles (V) y casi ausente en el grupo inoculado con
bacterias estresadas (VI). Los resultados con plantulas creciendo en presencia de NaCl
250 mM fueron similares.

68



vii Vil IX

Fig. N° 2. Plantulas de maiz crecidas en MPCL sin nitrogeno, suplementado con 0,1
% de fructosa. |, Il y lll MPCL control; IV, V y VI MPCL suplementado con 200 mM de
NaCl o 250 mM, VI, Vil y IX. No inoculadas |, IV y VII; e inoculadas con Azospirillum
brasilense (6 x 10 ® UFC/planta) If, V y VIll y con Azospirillum brasilense crecido en
300 mM de NaCl.
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Fig. N° 3. Colonizacién de raices de maiz por Azospirillum brasilense (nifA-lacZ).

I, plantula control sin inocular. Il, plantula control inoculada con Azospirillum
brasilense (nifA-lacZ). lll, raices controles inoculadas con bacteria estresada. IV,
raices de plantulas crecidas en medio suplementado con 200 mM de NacCl, no
inoculadas. V, raices de plantulas crecidas en medio suplementado con 200 mM de
NaCl, e inoculadas con bacteria control. VI, raices de plantulas crecidas en medio
suplementado con 200 mM de NaCl, e inoculadas con bacteria estresada.
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IvV.2. CARACTERIZACION DE COMPONENTES
SUPERFICIALES DE Azospirillum brasilense EN
CONDICIONES NORMALES Y EN ESTRES SALINO

A partir de los resultados precedentes hemos avanzado en |a caracterizacién de
diferentes componentes de la superficie bacteriana con el propédsito de investigar si
existen diferencias en la constituciéon de bacterias crecidas en condiciones normales y la
de aquellas crecidas en salinidad donde expresan una menor adhesién y colonizacién
radical.

IV.2.a. Polisacaridos:

Los exopolisacaridos (EPS) son polimeros de carbohidratos secretados por una
amplia variedad de bacterias. Pueden permanecer asociados a la pared celular para
formar una capa unida a la capsula o ser liberados al medio como mucosidad extracelular.
Los EPS capacitan a las bacterias de vida libre para adherirse y colonizar superficies
sélidas, donde se acumulan los nutrientes (Costa, 1991).

Se demostré que el estrés salino afecta ambos pasos del mecanismo de
adherencia: adsorcién y anciaje. La segunda fase se vi6 mas afectada por las condiciones
de estrés, encontrando una disminucién marcada en el nimero de bacterias que se
anclan a las raices de maiz. Dado que este mecanismo podria ser mediado polisacaridos
de la superficie celular como EPS, hemos investigado la produccién cuali cuantitativa de
los mismos en bacterias crecidas en distintas condiciones.

IV.2.a.i. Tincién con calcofluor:

Se cultivé A. brasilense en medio L* sélido control y tratado, suplementado con
200 pg/ml de calcofluor, un colorante fluorescente que tiene la propiedad de unirse
especificamente a EPS con uniones B 1-3 y § 1-4 (Michiels et al., 1990). Luego de 48 h
de crecimiento, las colonias en el medio suplementado con NaCl de apariencia seca y
rojas, fueron mas pequefias que las controles, de apariencia mucoide y mas claras (Fig.
N° 4 a). Estos cambios en la morfologia podrian estar relacionados con alteraciones en la
produccién de EPS. Dichas colonias fueron posteriormente examinadas en un
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microscopio de epifluorescencia (Zeiss) a 365 nm. Los resultados (Fig. N° 4.b) sugieren
que las bacterias crecidas en condiciones de estrés tienen menor fluorescencia que el
control, indicando alteraciones en la produccion de EPS u otras estructuras extracelulares
de naturaleza sacaridica.

Fig. N° 4.a. Crecimiento de Azospirillum brasilense en placas de LB agar con
(izquierda) y sin 300 mM de NaCl.
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Fig. N° 4.b. Microfotografia de fluorescencia de Azospirillum brasilense crecido en

medio LB calcofluor con (arriba) o sin (abajo) 300 mM de NaCl.
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IV.2.a.ii. Determinacién cuantitativa de los exopolisacaridos (EPS) de A. brasilense
bajo condiciones de estrés salino:

Los resultados de la tabla N° 7, muestran una disminucién significativa en la
producciéon de EPS en los tres grupos analizados. El estrés salino altera el contenido de
estas moléculas tanto cuando la bacteria crece en presencia de NaCl 300 mM desde el
comienzo (Tc y Tt), como cuando es sometida a estrés luego de haber crecido en medio
normal (Ct).

Tabla N° 7. Contenido de exopolisacaridos (EPS) de Azospirillum brasilense Cd en
las mismas condiciones de anclaje.

ng EPS/mg proteinas

Cc Tc Ct Tt
228.48 + 2.85° 89.74+7.30° 104.39 £ 12.09° 82.46+7.30°

Donde Cc: son los EPS de bacterias crecidas hasta DOgg:1.00 en condiciones controles y
mantenidas en medio NMF control durante 24 h. Tc: son los EPS de bacterias crecidas
hasta DOego:1.00 en condiciones de estrés salino y mantenidas en medio NMF control
durante 24 h. Ct. son los EPS de bacterias crecidas en condiciones controles hasta
DOeoo:1.00 y mantenidas en medio NMF tratado (300 mM de NaCl) durante 24 h. Tt. son
los EPS de bacterias crecidas hasta DOeg:1.00 en condiciones de estrés salino y
mantenidas en medio NMF tratado durante 24 h. n: 4-6. Letras iguales indican que no hay
diferencias significativas entre las muestras analizadas (ANOVA, test LSD, p<0.05).

IV.2.a.iii. Determinacion del contenido y perfil de glucanos de Azospirillum
brasilense Cd en condiciones de estrés salino:

Una amplia variedad de bacterias Gram negativas sintetizan glucanos
periplasmicos de bajo peso molecular. En todos los miembros de la familia Rhizobiaceae
se han encontrado B-glucanos ciclicos y estas moléculas juegan un rol clave en la
interaccion con la planta ademas de participar en la adaptacién hipoosmética. Mutantes
de Sinorhizobium meliloti y Agrobacterium tumefaciens deficientes en la produccién de
glucanos ciclicos B (1-2), forman nédulos vacios e inefectivos o son avirulentas. Por otra
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parte dichas mutantes son incapaces de crecer cuando son sometidas a un medio
hipoosmético, restaurandose su crecimiento con la adicién de solutos al medio (Breedveld
y Miller, 1994). En Azospirillum brasilense se inform6 la presencia en periplasma, de un
glucano lineal B (1-3), B (1-6) cuya sintesis esta regulada por la fuerza osmética del medio
de crecimiento (Altabe et al., 1994); sin embargo hasta el momento no se han realizado
estudios de su rol en la interaccién con la planta.

En vista de estos antecedentes se decidi6 realizar un estudio cuali y cuantitativo
de los glucanos de Azospirillum brasilense en condiciones hiperosméticas.

Tabla N° 8. Contenido de glucanos de Azospirillum brasilense Cd.

pg Glucanos/mg proteinas
Cc T
2236+0.91° 9.76 £1.14"

C: bacteria crecidas en medio control, T: bacterias crecidas en medio salino (NaCl 300
mM). n: 4-6. Letras iguales indican que no hay diferencias significativas entre las muestras
analizadas (ANOVA, test LSD, p<0.05).

Como puede observarse en la tabla N° 8, el contenido de glucanos de las bacterias
tratadas esta disminuido en un 56% con respecto al grupo control. El analisis de la TLC
revela que un glucano de Rf 0.155 desaparece y dos bandas nuevas fueron visibles (Rf:
0,295; 0,485) en la bacteria estresada (Fig. N° 5).

Rf
0,485 _

0,295 _

0,155 _

1 2

Fig. N° 5. Perfil de glucanos periplasmicos de Azospirillum brasilense
1, bacteria control. 2, bacteria tratada (NaCl 300 mM).
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IV.2.a.iv. Analisis de lipopolisacaridos (LPS) de A. brasilense Cd:

Los lipopolisacaridos son los componentes mayoritarios de la membrana extema
de bacterias Gram negativas. Estas moléculas de superficie son relevantes para la
estabilidad de la membrana y para la interaccién de la bacteria con otros organismos y
con el medio ambiente (Carlson et al., 1978)

Es conocido que los LPS de Rhizobium juegan un rol en el mecanismo de
interaccién de este microorganismo con las leguminosas; sin embargo hasta el momento
no se han reportado estudios sobre la funcién que estas macromoléculas cumplen en la
interaccion Azospirillum-planta.

Es por ello que se decidi®é a analizar los LPS de la bacteria en estudio en
condiciones de estrés salino, observando diferencias en la movilidad electroforética con
respecto al control (Fig. N° 6).

Fig. N° 6. Analisis electroforético de los LPS de Azospirillum brasilense.
1, bacteria control. 2, bacteria tratada (NaCl 300 mM).
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Estos resultados en conjunto, demuestran que los componentes polisacaridicos de
la envoltura celular de Azospirillum brasilense cambian cuando la bacteria es sometida a
estrés salino. Probablemente estos cambios sean parte de un mecanismo de adaptacion
del microorganismo al nuevo medio ambiente y podrian ser los responsables de las
alteraciones observadas durante la fase de anclaje de Azospirillum brasilense a raices de
maiz.

En cuanto a la disminucién en el contenido de EPS en respuesta al estrés salino,
Lloret et al. (1998), encontraron resultados semejantes estudiando una cepa halotolerante
de S. meliloti, aislada de una leguminosa creciendo en suelos salinos. Estos autores
observaron una modificacibn en la produccién de polisacaridos extracelulares en
respuesta a sal, con una disminucién del 40% en la produccién de EPS. El analisis de los
EPS producidos por esta cepa y una mutante isogénica Tn5-/acZ no mucoide, demostré
que la expresién del galactoglucano (EPSII), esta disminuida 10 veces en presencia de
sal, y que esta disminicion es regulada a nivel transcripcional.

La modificacion de polisacaridos extracelulares ha sido descripta frecuentemente
como una respuesta a diferentes condiciones del medio ambiente y fisiolégicas. La
mayoria de los reportes se refiere a modificaciones en el patrén electroforético de los LPS
o a la antigenicidad de los mismos. Lloret et al. (1995) observaron cambios en el perfil
electroforético de los LPS de una cepa halotolerante de S. meliloti inducidos por la sal.
Estos resultados concuerdan con los cambios observados en la movilidad electroforética
de los LPS de A. brasilense en presencia de sal.

IV.2.b. Proteinas:

Habiendo determinado previamente que Azospirillum brasilense se adsorbe en
menor nimero en condiciones de estrés salino y teniendo como antecedente que ciertas
proteinas serian las responsables de esta fase de la interaccion (Croes ef al., 1993), se
investig6 el patron de proteinas de membrana externa, periplasmicas y totales en
bacterias crecidas en condiciones normales y en elevadas concentraciones de sal.
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IV.2.b.i. Analisis de proteinas totales, periplasmicas y de membrana externa de

Azospirillum brasilense Cd:

Como una primera aproximacién se estudiaron las proteinas totales expresadas
por Azospirillum brasilense Cd en condiciones de estrés salino.

El perfil de proteinas totales de bacterias crecidas en condiciones de estrés salino
no muestra cambios significativos con respecto al de bacterias crecidas en condiciones
normales posiblemente debido a la complejidad del patrén (Fig. N° 7.a). Por el contrario, el
andlisis de proteinas periplasmicas de bacterias estresadas muestra varias diferencias
con respecto al control. Las bandas de 26, 30, 35 y 41 kDa estan significativamente
disminuidas en el grupo tratado, mientras que la proteina de 39 kDa desaparece en dicho
grupo. Otra diferencia observable es la apariciéon de una proteina de 11 kDa que se
encuentra ausente en el grupo control (Fig. N° 7.b).

Los cambios més importantes ocurren a nivel de proteinas de membrana externa.
El patrén de estas proteinas consiste en cuatro bandas principales con un peso molecular
aproximado de 42, 100, 116 y 122 kDa. Las proteinas de 100 y 122 kDa estan ausentes
en las bacterias que crecieron en condiciones de estrés (Fig. N° 7.c). Es interesante
destacar que la proteina de 100 kDa tiene el mismo peso molecular y localizacién que la
proteina del flagelo polar de A. brasilense, el cual ha sido implicado como uno de los
responsables de la adsorcién de la bacteria a las raices (Croes et al., 1993). Estudios
posteriores demostraron glicosilacion de la flagelina del flagelo polar de A. brasilense, lo
cual permite atribuirle propiedades de adhesina, ya sea como un ligando para lectinas
presentes en la raiz de la planta o bien como una lectina que reconoce azucares de la
planta (Moens et al., 1995).

Debe considerarse la posibilidad que la ausencia de la proteina de 100 kDa en A.
brasilense esté relacionada a cambios en la estructura flagelar que pueden estar
asociados al fenotipo de adsorcién observado.
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b 1 2 kDa

Fig. N° 7. Perfil de proteinas de Azospirillum brasilense
a) Proteinas totales. 1, control; 2, tratado. b) Proteinas periplasmicas. 1, control; 2,
tratado. c) Proteinas de membrana externa. 2, control; 1, tratado.
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IV.3. TRANSCRIPCION DE GENES PROMOTORES DE LA
FIJACION DE NITROGENO POR EXUDADOS RADICALES
EN CONDICIONES NORMALES Y DE ESTRES SALINO

IV.3.a. Induccién de la transcripcion de genes promotores de la fijacion de
nitrégeno por exudados radicales de maiz:

Ha sido demostrado que Azospirillum produce cambios en la exudacion radical
(Volpin et al., 1996). Por otra parte, Van Bastelaere et al. (1993) demostraron que la
expresion génica en Azospinllum esta influenciada por la presencia de exudados radicales
de la planta. También se ha informado que los exudados radicales estan involucrados en
la interaccion planta-bacteria. Ellos no solo afectan la fijacion de nitrégeno, sino también la
adherencia (Gafny et al., 1986, Bashan y Levanony, 1989). A partir de estas
observaciones se investigé si los exudados radicales de malz son capaces de inducir la
transcripcion de los genes necesarios para la fijacion de nitrébgeno en Azospirillum
brasilense, y si dicha induccién se modifica cuando la bacteria es sometida a estrés
salino.

IV.3.a.i. Transcripcion de genes promotores de la fijacion de nitrégeno en A.
brasilense bajo condiciones de estrés salino:

La tabla N° 9 muestra la actividad B-galactosidasa como una expresion de la fusién
nifA-lacZ de A. brasilense en presencia de aire. Bajo estrés salino, la bacteria (T) exhibe
una mayor expresion que el grupo control (C). Sin embargo bajo condiciones
microaerébicas, la expresion de la fusion nifH-lacZ se encontré significativamente
disminuida en la bacteria estresada (Tabla N° 10). Liang et al. (1991, 1992) demostraron
que la fusion nifA-lacZ se expresaba a partir de su propio promotor no solamente bajo
condiciones favorables para la fijacién de nitrégeno, sino también en presencia de amonio
y/o aire. Ya que la presencia de oxigeno y amonio son incompatibles con la fijacion de
nitrégeno o con la expresion de la fusion nifH-lacZ, ha sido propuesto que el producto de
nifA es sintetizado en una forma inactiva bajo estas condiciones (Liang ef al., 1991). Asl|,
en los resultados mostrados en la tabla N° 9, NifA se encontraba inactiva. En la Tabla N°
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10, el grupo control mostré una expresion normal de la fusion nifH-lacZ, en este
experimento, NifA (la proteina regulatoria necesaria para la expresion de nifH) estaba
activa. Estos resultados sugieren que hay una alteracion en la activacion de esta proteina
en la bacteria estresada.

IV.3.a.ii. Induccién de la transcripcion de nifA y nifH por exudados radicales de
maiz:

La bacteria fue incubada en presencia o ausencia de exudados radicales
provenientes de plantulas de maiz controles o estresadas (crecidas con 200 mM de
NaCl). Previamente, se ensayaron diferentes concentraciones y tiempos de incubacion
para estandarizar las condiciones experimentales. La Fig. N° 8 muestra que la
concentracion de exudado y tiempo de incubacién oOptimos fueron 10x y 4 h
respectivamente. Tanto el exudado control (CExc) como el tratado (CExr) inducen una
mayor expresion de la fusién nifA-lacZ en la bacteria control, pero no aumentan
significativamente en la bacteria estresada (Tabla N° 9). Estos resultados apoyan la idea
de que los exudados radicales podrian estar involucrados en la modulacién de ciertos
procesos bacterianos, como la fijacién de nitrégeno. Asi, en la bacteria control, ellos
inducen la transcripcion de nifA, conduciendo a una mayor produccion de NifA, que una
vez activada promueve la transcripcion de nifHDK y otros operones nif. Sin embargo,
cuando la bacteria conteniendo la fusion nifH-lacZ fue incubada en presencia de
exudados radicales bajo condiciones microaerobicas, no se observé induccién ni en el
grupo control ni en el tratado (Tabla N° 10).

La ausencia de respuesta a los exudados en la bacteria tratada podria estar
relacionada con las alteraciones observadas en el patrén de proteinas de la membrana
extema, exopolisacaridos y lipopolisacaridos. En relacién a esto, Schloter et al. (1994),
Luderiz et al. (1982), Michiels et al. (1990), entre otros, han demostrado la importancia de
los polisacaridos de superficie (EPS y LPS), componentes principales de la membrana
extema de Azospinllum, para la estabilidad de la membrana, permeabilidad celular y para
la interaccién con otros organismos y el medio ambiente.

Las modificaciones producidas por el estrés salino en la composicién quimica de
Azospinillum podrian impedir la respuesta a la sefial externa producida por los exudados.
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Por otra parte la disminucién observada en la transcripcién de nifH-lacZ en la
bacteria sometida a estrés salino, sugiere que bajo estas condiciones la fijacion de
nitrégeno en A. brasilense se encuentra afectada.

-
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o
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Concentracion del exudado (X)

Fig. N° 8. Efecto de los exudados radicales de Zea mays sobre la actividad B-
galactosidasa de Azospirillum brasilense Cd nifA-lacZ crecido hasta DOgy=1 a
diferentes tiempos de incubacién (4 y 8 h). C: control sin exudados.
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Tabla N° 9. Actividad p-galactosidasa de la fusiéon nifA-lacZ de Azospirillum
brasilense Cd: Induccién por exudados de Zea mays.

Tratamiento Unidades Miller .min"'.mg™ prot.
C 514.09+22.23
C Exc 657.73+83.45°
C Exy 707.21456.88 "
T 696.74+63.89™
T Exc 798.10+58.85°
T Exr 772.41+13.96°

Los valores son la media + el error estandar de 4 experimentos. En cada experimento el
namero de determinaciones fue 5-6. Los cultivos se incubaron hasta ODg=1. Tiempo de
incubacién, en presencia de aire: 4 h. C. Bacteria control. C-Exc: Bacteria control +
exudado control. C-Exr: Bacteria control + exudado tratado. T: Bacteria tratada. T-Exg:
Bacteria tratada + exudado control. T-Exy. Bacteria tratada + exudado tratado.
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Tabla N° 10. Actividad B-galactosidasa de la fusion nifH-lacZ de Azospirillum
brasilense Cd: Induccion por exudados radicales de Zea mays provenientes de
plantulas controles y sometidas a estrés salino.

Tratamiento Unidades Miller .min".mg™" prot.

C 756.89+114.07°
C Exc 876.28+70.35°
C Exr 970.84197.30°

T 179.43+30.50°
T Exc 216.52429.32°
T Exy 239.86+79.90°

Los valores son la media + el error estAdndar de 4 experimentos. En cada experimento el
nimero de determinaciones fue 5-6. Los cultivos crecieron hasta ODgy=1. Tiempo de
incubaciéon 4 h, en medio MML sin NH,, bajo condiciones microaerébicas ( 99.5% Ar y
0.5% O,). C: Bacteria control. C-Exc: Bacteria control + exudado control. C-Ex+: Bacteria
control + exudado tratado. T: Bacteria tratada. T-Exc: Bacteria tratada + exudado control.
T-Exr: Bacteria tratada + exudado tratado.
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IV.4. ESTUDIOS DE TOLERANCIA A SALINIDAD
EMPLEANDO MUTANTES PUNTUALES DE Azospirillum
brasilense Cd ALTERADAS EN LA SINTESIS DE
EXOPOLISACARIDOS.

En razén de los cambios observados en la produccién de EPS en bacterias
estresadas y con el propésito de investigar con mas detalle la posible participacién de
este polisacarido en la tolerancia a salinidad, hemos abordado la construcciéon vy
caracterizacion fenotipica de mutantes alterados en la sintesis de EPS.

IV.4.a. Seleccion de mutantes deficientes o hiperproductoras de EPS:

La mutagénesis se realizé6 empleando el transposén Tn5, como se detalla en la
seccion [I.10.a de esta tesis (Materiales y Métodos). Entre los transconjugantes de
Azospirillum obtenidos, portadores de Tn5, no se pudieron seleccionar clones deficientes
en EPS, pero si una mutante Tn5 hiperproductora de EPS, designada Cd Tn5-PG. Dicha
mutante fue seleccionada por medio de su crecimiento en placas conteniendo calcofluor y
posteriormente examinada por microscopia de epifluorescencia. En la Fig. N° 9 puede
observarse que dicha mutante presenta abundante material fibrilar rodeando a las células
asociado a una mayor fluorescencia, fenotipo compatible con un mayor contenido de EPS
con respecto a la cepa salvaje.
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Fig. N° 9. Microfotografia de fluorescencia de Azospirillum brasilense cultivado en
medio MML conteniendo calcofluor.
a) Azospirillum brasilense Cd (salvaje). b) Azospirillum brasilense Cd Tn5-PG.

Para corroborar este resultado se determiné la produccion de EPS segiin se
describe en Materiales y Métodos.

En la tabla N° 11 pueden observarse los resultados obtenidos:
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Tabla N° 11. Contenido de EPS de A. brasilense Cd y A. brasilense Cd Tn5-PG.

pg EPS/mg proteinas

A. brasilense Cd A. brasilense Cd
(wt) Tn5-PG
46.57 +3.16° 94.71 +5.88°

Los datos representan la media + el error estdndar de cuatro determinaciones (n=4).
Letras iguales indican que no hay diferencias significativas entre las muestras analizadas
(ANOVA, test LSD, p<0.05).

Estos resultados demuestran que dicha mutante tiene una produccién de EPS
incrementada en aproximadamente 100 % con respecto a la cepa salvaje.

Se realizaron curvas de crecimiento para evaluar el comportamiento de dicha
mutante bajo condiciones de salinidad (Fig. N° 10). Se encontré que muestra un retardo
en el crecimiento en medio suplementado con 300 mM de NaCl comparada con la cepa
salvaje (wt). Una posible explicacion de este resultado surge al analizar el
comportamiento de A. brasilense Cd cuando es sometido a estrés salino. Mientras la
adaptacion de este microorganismo al estrés salino va acompafada de una disminucién
en la produccioén de EPS (seccion IV.2.a.ll de resultados y discusion); esta mutante tiene
incrementada la produccién de polisacaridos extracelulares.

En medios sin el agregado de NaCi el comportamiento de ambas cepas fue
similar. Estos resultados sugieren que la regulacién en la sintesis de EPS tenga una
participacion importante en la tolerancia a estrés salino.

Otra caracteristica estudiada en esta mutante fue el perfil electroforético de los
LPS, ya que es frecuente que mutaciones en los EPS estén asociadas con cambios en los
LPS. En la figura N° 11 puede observarse que no hay diferencias apreciables en el perfil
electroforético de los LPS de la mutante con respecto a la cepa salvaje, sugiriendo que los
LPS no se encuentran alterados en dicha mutante.
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Fig. N° 10. Curva de crecimiento de A. brasilense Cd Tn5-PG en condiciones de

estrés salino.

wt: A. brasilense Cd medio control; 200: medio suplementado con 200 mM de NaCl;
300: medio suplementado con 300 mM de NaCl. pg: A. brasilense Cd Tn5-PG.
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IV.5. ESTUDIOS DE TOLERANCIA A SALINIDAD
EMPLEANDO MUTANTES PUNTUALES DE Azospirillum
brasilense Cd CON ALTERACIONES EN LOS
LIPOPOLISACARIDOS.

Con el objeto de investigar con mas detalle la posible participacién de los LPS en
la tolerancia a salinidad y teniendo en cuenta los cambios observados en la movilidad
electroforética de los LPS en condiciones de estrés salino y la carencia de estudios de los
LPS en Azospinllum, hemos abordado la construccién y caracterizacion fenotipica de
mutantes alterados en los LPS.

IV.5.a. Obtencion de mutantes por transposicion de Azospirillum brasilense:

Se realizaron tres conjugaciones, de las cuales se obtuvieron 2800
transconjugantes. Todos ellos fueron analizados para sensibilidad aumentada a
compuestos hidrofébicos (SDS) en comparacion al comportamiento de la cepa salvaje.

IV.5.a.i. Seleccién de mutantes con LPS alterado:

La maxima concentracién de SDS que no produjo inhibicién del crecimiento en la
cepa salvaje fue la de 0.01%, razén por la que fue utilizada para la blusqueda de
mutantes. Se seleccionaron 38 clones incapaces de crecer en medio sélido MML
suplementado con 25 pg/mi de Kmy SDS 0.01%.

Para corroborar si la sensibilidad aumentada a SDS estaba asociada con
alteraciones en los LPS se realiz6 el andlisis de los mismos por electroforesis en geles de
poliacrilamida.

La mutante seleccionada para estudios posteriores fue el clon 484 (denominado
Cd Tn5-LPS®) ya que present6é una movilidad electroforética alterada en forma apreciable.
Los resultados se presentan en la Fig. N° 11. Dicha mutante fue analizada en su
comportamiento en medios salinos mediante curvas de crecimiento en medio MML con y
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sin el agregado de 200 y 300 mM de NaCl. Los resultados se presentan en la Fig. N° 12
donde puede observarse que no hay diferencias apreciables en el crecimiento con 200 y
300 mM de NaCl comparado con la cepa salvaje.

Fig. N° 11. Perfil electroforético de los LPS de mutantes Tn5 de Azospirillum
brasilense Cd.

calles 1: A. brasilense Cd (wt); 2: clon con sensibilidad aumentada a SDS: 484-Tn5;
3: A. brasilense Cd Tn5-PG.
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Fig. N° 12. Curva de crecimiento de A. brasilense Cd Tn5-LPS® en condiciones de
estrés salino.

wt: A. brasilense Cd medio control; 200: medio suplementado con 200 mM de NaCl;
300: medio suplementado con 300 mM de NaCl; Ips: A. brasilense Cd Tn5-LPS?.

Otra caracteristica estudiada en esta mutante (Cd Tn5-LPS?®) fue la morfologia de
las colonias en medio MML. En la Fig. N° 13 puede observarse que las colonias de dicha
mutante son mas pequefias y de aspecto no mucoso, contrariamente a lo que ocurre con
la cepa salvaje y la mutante hiperproductora de EPS, donde las colonias son de mayor
tamafio y mucosas. Por tanto, el aspecto de la mutante Cd Tn5-LPS® en medio sélido no
parece ser consecuencia de una menor producciéon de EPS respecto a la cepa salvaje.
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Fig. N° 13. Morfologia de las colonias en medio MML de A. brasilense Cd (a), A.
brasilense Cd Tn5-LPS? (b) y A. brasilense Cd Tn5-PG (c).

Debido a que el aspecto no mucoso de las colonias de la mutante Cd Tn5-LPS?,
pordria estar relacionado a un menor contenido de EPS, se investigb la produccién de
estas moléculas, mediante el crecimiento en placas de medio MML conteniendo
calcofluor. Los resultados mostraron que dicha mutante tiene niveles de fluorescencia
comparables a su cepa parental, lo cual indicaria que no esta afectada la producciéon de
EPS. Este resultado fue confirmado mediante la determinacién cuantitativa de EPS (tabla
N° 12).
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Tabla N° 12. Contenido de EPS de A. brasilense Cd y A. brasilense Cd Tn5-LPS?,

producidos en medio MML.

ug EPS/mg proteinas

A. brasilense Cd A. brasilense Cd
(wt) Tn5-LPS?
12,79 +0,33° 19,53 +5,76 °

Los datos representan la media * el error estdndar de cuatro determinaciones (n=4).

Letras iguales indican que no hay diferencias significativas entre las muestras analizadas

(ANOVA, test LSD, p<0.05).
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IV.6. ESTUDIOS DE ADHERENCIA Y COLONIZACION DE
MUTANTES DE Azospirillum brasilense Cd ALTERADAS
EN SU LPS, E HIPERPRODUCTORA DE EPS.

IV.6.a. Anclaje y colonizacion de las mutantes de A. brasilense Cd Tn5-PG y A.

brasilense Cd Tn5-LPS*® a raices de plantulas de maiz:
IV.6.a.i. Anclaje:

Se utilizaron plantulas de maiz de siete dias de crecimiento, las cuales fueron
inoculadas con 6 x 10" UFC/plantula.
No se observaron diferencias significativas en el anclaje de las mutantes Cd Tn5-PG y
Cd Tn5-LPS® a raices de maiz con respecto a la cepa salvaje (tabla N° 13). Estos
resultados muestran por un lado, que una mayor producciéon de EPS no implica
necesariamente un mayor niumero de bacterias ancladas. Por otra parte, en el caso de la
mutante Cd Tn5-LPS® pareceria ser que las alteraciones observadas en el perfil
electroforetico de los LPS no resultan en una incapacidad para el anclaje. Sin embargo no
es posible descartar que los LPS no participen en este mecanismo.

Tabla N° 13. Anclaje de A. brasilense Cd Tn5-PG y A. brasilense Cd Tn5-LPS® a

raices de plantulas de maiz.

UFC inoculadas UFClraiz

por plantula (anclaje)
A. brasilense Cd (wt) nifA-lacZ 6,7 x 10 1.53 x 10° + 0.412
A. brasilense Cd Tn5-PG nifA-lacZ 6,2 x 10’ 1.58 x 10° + 0.24*
A. brasilense Cd Tn5-LPS? nifA-lacZ 7,0x 10" 0.95 x 10°+ 0.14°

Los datos representan la media + el error estdndar de cuatro determinaciones (n=4).
Letras iguales indican que no hay diferencias significativas entre las muestras analizadas
(ANOVA, test LSD, p<0.05).
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IV.6.a.ii. Patron de colonizacién:

Cada planta fue inoculada con 2,3 x 10’ UFC. La colonizacion fue examinada a los
15 dias después de la inoculacién. Después del teflido las bacterias fueron detectadas
como zonas azules sobre la superficie radical (Fig. N° 14).

El patron de colonizacion de las mutantes Cd Tn5-PG y Cd Tn5-LPS® muestra
algunas alteraciones con respecto a la cepa salvaje. En el caso de ia mutante Cd Tn5-PG,
se observa muy poca colonizacion tanto en las plantulas controles (C pg), como tratadas
(T pg). Es posible que la sobreproducciéon de EPS perturbe la colonizaciéon radicular en
alguna etapa posterior al anclaje (ver tabla N° 13).

En la mutante Cd Tn5-LPS?, la colonizacién de plantulas controles (C Ips) también
fue inferior a la de la cepa salvaje, indicando que una configuracion normal de estas
macromoléculas es requerida para una correcta colonizacién. En plantulas tratadas se
observé buena colonizacién (T Ips). Este uiltimo resutado permite suponer que la nueva
conformacion de los LPS resultaria en un fenotipo favorable para la colonizacién de maiz
en condiciones de estrés salino.
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Fig. N° 14. Patrén de colonizacién de raices de plantulas de maiz crecidas en
condiciones control y en estrés salino de A. brasilense Cd (wt), A. brasilense Cd
Tn5-PGy A. brasilense Cd Tn5-LPS®.

NI: Planta no inoculada; C wt: Planta control, inoculada con A. brasilense Cd; T wt:
Planta estresada, inoculada con A. brasilense Cd; C pg: Planta control, inoculada
con A. brasilense Cd Tn5-PG; T pg: Planta estresada, inoculada con A. brasilense
Cd Tn5-PG; C Ips: Planta control, inoculada con A. brasilense Cd Tn5-LPS"; T Ips:
Planta estresada, inoculada con A. brasilense Cd Tn5-LPS®.
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IV.6.a.iii. Grado de colonizacién (endéfitos):

Para confirmar los resultados obtenidos con respecto al patrén de colonizacién, se
determiné el grado de colonizaciéon endéfita. Para ello se utilizaron plantulas desarrolladas
en las mismas condiciones descriptas para el patron de colonizacién. Cada planta fue
inoculada con el mismo nimero de bacterias (2,3 x 10" UFC) y la colonizacién fue
examinada a los 15 dias después de la inoculacién.

El grado de colonizacién (endéfitos) se determiné mediante recuento en placa,
como se describe en 1il.10.i de Materiales y Métodos.

Los resultados se muestran en la tabla N° 14. Puede observarse que no hay
diferencias significativas en cuanto al nimero de bacterias mutante y wt que colonizan el
interior de las raices de maiz de plantulas crecidas en condiciones normales. Sin embargo
los resultados obtenidos con las plantulas crecidas en estrés salino concuerdan con el
patrén de colonizacién, observando una ausencia de colonizacién por parte de la mutante
Cd Tn5-PG, en un grado tal que no pudo ser detectada mediante este método. La
colonizacién de plantulas estresadas por la mutante Cd Tn5-LPS? resulté ser superior que
la de su cepa parental.

Tabla N° 14. Colonizacion (endéfitos) de raices de plantulas de maiz por A.
brasilense Cd Tn5-PG y A. brasilense Cd Tn5-LPS*.

Plantulas creciendo en Plantulas creciendo en
medio MPCL medio MPCL + 200 mM
NaCl
UFC/mg prot.
A. brasilense Cd 345x104+1,35° 0,61x10%+0,23°
A. brasilense Cd Tn5-PG 4,86 x 10 *+2,86 ° ND (< 10%)
A. brasilense Cd Tn5-LPS? 2,72x10%+1,64° 430x10%+0,18 *°

ND: no detectado.
Los datos representan la media + el error estandar de cuatro determinaciones (n=4).

Letras iguales indican que no hay diferencias significativas entre las muestras analizadas
(ANOVA, test LSD, p<0.05).
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IV.7. CARACTERIZACION GENETICA DE LAS MUTANTES
DE A. brasilense Cd Tn5-LPS? y Cd Tn5-PG.

En vista de las caracteristicas fenotipicas observadas en las mutantes obtenidas y
con el propésito de obtener informacion sobre la regiéon interrumpida por el transposén
TnS5, responsable de los cambios observados, se inicié la caracterizacion genética de las
mutantes.

IV.7.a. Clonado de los fragmentos conteniendo las inserciones Tn5:

Una mezcla de digestion EcoRI del ADN total de ambas mutantes (Cd Tn5-PG y
Cd Tn5-LPS®) fue ligada (independientemente) en pSUP102 digerido con EcoRl. La
mezcla de ligacion fue utilizada para transformar células electrocompetentes de E. coli
S17-1. Los clones transormantes fueron seleccionados en placas de LB conteniendo Km
(25ug/ml), propia del Tn5 y Tc (5pug/mi), propia del vector.

IV.7.a.i. Amplificacion mediante PCR de clones transformantes:

Para corroborar la presencia de secuencias de insercién propias del transposén
TnS en los clones transformantes se realizé PCR utilizando primers especificos que
conducen a la amplificacién de las secuencias de insercién del Tn5, generando un
producto de 1,2 kb. Se observé que los clones obtenidos a partir de ambas mutantes,
denominados E. coli S17-1 (pEJpg1) y E. coli S17-1 (pEJlps1), resultan en productos de
amplificacion del tamafio arriba indicado (Fig. N° 15y 16).

IV.7.a.ii. Analisis de Restriccion:

De los clones positivos se realizaron extracciones de plasmidos segun indica en la
seccion lll.11.b de Materiales y Métodos. Los plasmidos obtenidos fueron digeridos con
EcoRl y analizados por electroforesis en geles de agarosa 0,8%.

Los fragmentos EcoRI clonados en pSUP102 resultan de aproximadamente 15 kb
y 13,4 kb para las mutantes Cd Tn5-PG y Cd Tn5-LPS?, respectivamente (Fig. N° 17).
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Fig. N° 15. Amplificacion de secuencias de insercion usando primers IS50.

Calles: 1 y 8 marcador de peso molecular (ADN A/Hindlll); 2, agua; 3, control
negativo A. brasilense wt; 4, vector pGS9 (Tn5); 5, A. brasilense Tn5-LPS*; 6 y 7
clones transformantes E. coli S17-1 (pEJIps1).

kb 123456789 10112

12

Fig. N° 16. Amplificacion de secuencias de insercion usando primers {S50.

Calles: 1 marcador de peso molecular (ADN A/Hindlll); 2, agua; 3, control negativo A.
brasilense wt; 4, vector pGS9 (Tn5); 5, A. brasilense Cd Tn5-PG; 6 a 12 clones
transformantes E. coli $17-1(pEJpg1).
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Fig. N° 17. Analisis de los productos de digestion EcoRl.
Calles 1 y 4: marcador de peso molecular (ADN A/Hindlll);
2y 6: pSUP102; 3: pEJlps1; 7 y 8: pEJpg1.

IV.7.a.iii. Mutagénesis reversa:

Para corroborar que el fenotipo observado en las mutantes obtenidas es producido
por la insercién del Tn5 en los fragmentos EcoR! clonados, los plasmidos pEJpg1 y
pEJips1; fueron movilizados por conjugacién a A. brasilense Cd wt. Los exoconjugantes
obtenidos Km' fueron chequeados para la pérdida de resistencia a tetraciclina (propia del
vector), seleccionando de esta forma clones en los cuales han ocurrido eventos de doble
recombinacién, intercambiandose el fragmento wt por el mutado (mutagénesis reversa).
Dichos clones fueron denominados A. brasilense Cd PG-1 y A. brasilense Cd LPS%1
segun hayan sido generadas por homogenotizaciéon del plasmido pEJpg1 6 del plasmido
pEJips1, respectivamente.

En los clones obtenidos se examiné el fenotipo para la produccién de EPS en el
caso de la mutante Cd PG-1 y movilidad del LPS en el sistema de buffer SDS-Tricina,
para la mutante Cd LPS®-1. Los resultados (Tabla N° 15 y Fig. N° 18) indican que los
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fragmentos clonados conteniendo las inserciones Tn5 fueron responsables de los
fenotipos observados en las mutantes Cd Tn5-PG y Cd Tn5-LPS?.

Tabla N° 15. Contenido de EPS de A. brasilense Cd, A. brasilense Cd Tn5-PG y A.
brasilense Cd PG-1, producidos en medio MML.

ng EPS/mg proteinas

A. brasilense Cd (wt) A. brasilense Cd Tn5-PG A. brasilense Cd PG-1
12,79 +0,33° 36,85 +2,45° 31,16 +4,46°

Los datos representan la media + el error estandar de cuatro determinaciones (n=4).
Letras iguales indican que no hay diferencias significativas entre las muestras analizadas
(ANOVA test LSD, p<0.05).

Fig. N° 18. Perfil electroforético de los LPS de A. brasilense wt (calle 1), A.
brasilense Tn5-LPS? (calle 2) y A. brasilense Cd LPS?-1 (calle 3).
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IV.7.a.iv. Hibridizacion:

Los fragmentos EcoRI conteniendo las inserciones TnS clonados en pSUP102 de
ambas mutantes fueron escindidos a partir de geles de agarosa 0,8 % y posteriormente
purificados segun se detalla en la seccion lll.11.k. de Materiales y Métodos estos
fragmentos fueron marcados con 14-dCTP-biotina y utilizados como sondas para la
hibridizacién del ADN digerido con EcoR| de ambas mutantes y de la cepa wt.

Para el caso de la mutante Cd Tn5-PG se comprobé hibridizacién con una banda
de aproximadamente 15 kb, concordando con el tamarnio del fragmento clonado en el
plasmido pEJpg1. La secuencia homéloga fue encontrada en la cepa wt con un tamafo
aproximado de 8,4 kb (Fig. N° 19). En la mutante Cd Tn5-LPS? una banda de 13,4 kb
mostr6é hibridizacién positiva, mientras que la secuencia homoéloga en la cepa wt
correspondi6 a una banda de 7,6 kb (Fig. N° 20).

Fig. N° 19. Hibridizacién con sonda Tn5-PG
Calle 1: A. brasilense wt; 2: A. brasilense Cd Tn5-PG
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Fig. N° 20. Hibridizacién con la sonda Tn5-LPS
Calle 1: A. brasilense wt; 2: A, brasilense Cd Tn5-LPS*®

IV.7.b. Subclonado y secuenciamiento:
Dado que el transpos6n Tn5 contiene un sitio BamHI que no interrumpe el gen de
resistencia a kanamicina (nptll), se intent6 clonar el fragmento que contiene el gen nptil,

una de las secuencias de insercién, y parte del ADN de Azospirllum que linda con la
misma. Para ello, los plasmidos pEJlps1 y pEJpg1 fueron digeridos con EcoRIl/BamH| y
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subclonados en pBluescript SK (pBSK). Los plasmidos recombinantes resultantes, se
utilizaron para transformar células electrocompetentes de E. coli JM109 como se detalla
en el punto 1ll.11.n. de Materiales y Métodos. E! analisis de restriccion EcoRl/BamHI| de
los plasmidos contenidos en los clones transformantes, denominados pEJlps2 y pEJpg2
(segun hayan sido obtenidos a partir de pEJips1 y pEJpg1 respectivamente), reveld la
presencia de un fragmento de aproximadamente 3,8 kb para la mutante Cd Tn5-LPS?® y de
3.9 kb en el caso de la mutante Cd Tn5-PG (Fig. N° 21).

Fig. N° 21. Analisis de los productos de digestion EcoRl/BamHI| de los plasmidos
aislados de los clones transformantes E. coli JM109 (pEJips2) y E. coli JM109
(PEJpg2).

Calles: 1, 5 y 8: marcador de peso molecular (ADN ANHindill); 2: pEJips1; 3: clon
transformante E. coli JM109 (pEJIps2); 4: pBSK; 6: pEJpg1; 7: clon transformante E.
coli JM109 (pEJpg2).

Los fragmentos subclonados en pBSK de ambas mutantes fueron secuenciados

desde el Tn5 hacia el ADN genémico empleando el primer ISs segin se indica en la
seccion lll.11.0 de Materiales y Métodos. La estrategia de secuenciamiento se realizé con
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el propésito de obtener informacion sobre la regién interrumpida por el TnS y responsable
de los cambios en EPS y LPS.

Las secuencias obtenidas, correspondientes a la primera lectura desde el TnS5,
para cada una de las mutantes se presentan en las Fig. N° 22 y 23.

La busqueda de homologia se realizé en la base de datos de GenBank, usando el
programa BLASTX 2.0.10. Ambas secuencias de nucleétidos fueron traducidas y la
secuencia de proteinas deducida fue comparada con las existentes en la base de datos.
Las secuencias de las proteinas deducidas fueron alineadas con las secuencias de
proteinas que presentaron mayor homologia (Fig. N° 24 y 25).

Los resultados obtenidos indican que el fragmento secuenciado, correspondiente a
la mutante Cd Tn5-PG, muestra una identidad, a nivel de proteina, de 54 % y similitud de
67 % a D-alanina-D-alanina ligasa de Zymomonas mobilis (ver Fig. N° 24); 43% de
identidad y 65% de similitud a D-alanina-D-alanina ligasa de Bartonella bacilliformis, y
porcentajes menores de identidad y similitud a D-alanina-D-alanina ligasa de Rickettsia
prowazekii, Mycobacterium smegmatis, M. Tuberculosis, Aquifex aeolicus, Enterococcus
hirae, Haemophilus influenzae, E. coli, Rhizobium sp. NGR234.

Estudios sobre la caracterizaciéon bioquimica y genética en E. coli (al-Bar et al.,
1992) mostraron que esta enzima es un monémero con una localizacion citoplasmatica y
que participa en la biosintesis del péptidoglucano catalizando la siguiente reaccion:

ATP + D-alanina + D-alanina = ADP + ortofosfato + D-alanil-D-alanina

Los resultados de la secuencia parcial de la mutante Cd Tn5-PG sugieren que este
gen ademas de estar involucrado en la biosintesis del péptidoglucano, también esta
relacionado a la regulacién de la sintesis de EPS y a la tolerancia a salinidad en A.
brasilense.

El fragmento secuenciado correspondiente a la mutante Cd Tn5-LPS® revelé una
identidad, a nivel de proteina, de 79 % y similitud de 90% a glucosa-1-fosfato timidil
transferasa de Salmonella enterica (ver Fig. N° 25), E. coli, Shigella flexneri, Salmonella
typhimurium, Steptococcus pneumoniae; 76% de identidad y 89 % de similitud a glucosa-
1-fosfato timidil transferasa de Streptococcus pneumoniae, 76% de identidad y 89 % de
similitud a glucosa-1-fosfato timidil transferasa de Neisseria meningitidis y Actinobacillus
actinomycetemcomitans, 76 % de identidad y 88% de similitud a la de Xanthomonas
campestris, 76 % de identidad y 86% de similitud a la de Rhizobium sp. NGR234:; 75% de
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identidad y 88% de similitud a la de Azorhizobium caulinodans; 75% de identidad y 88%
de similitud a la de Leptospira interrogans; 74 % de identidad y 88% de similitud a la de
Burkholderia pseudomallei, y Klebsiella pneumoniae; 73% de identidad y 90% de similitud
a la de Yersinia enterocolitica, 72% de identidad y 85% de similitud a la de Sinorhizobium
meliloti; y 71% de identidad y 84% de similitud a la de Enterococcus faecalis. En varias de
estas bacterias, la glucosa-1-fosfato timidil transferasa es una enzima que participa en la
biosintesis del LPS. Por ejemplo, en E. coli VW187, glucosa-1-fosfato timidil transferasa
participa en la biosintesis de las unidades repetitivas-O del LPS. Esta enzima es
codificada por el gen rfbA, el cual se encuentra en el cluster de genes rfb, y participa
especificamente en la biosintesis del precursor dTDP-ramnosa (Marolda y Valvano,
1995). Ademas, dicha enzima participa en la biosintesis del galactoglucano (EPSII) de
Sinorhizobium meliloti.

En Sinorhizobium meliloti Rm2011 la biosintesis del galactoglucano (EPSII) es
dirigida por los genes exp. El analisis de la secuencia de un fragmento de 32 kb del
megaplasmido 2, el cual contiene los genes exp, revel6 la presencia de 25 marcos de
lectura abierto. La homologia de los productos deducidos de los genes exp, sugieren que
éstos codifican para 4 proteinas involucradas en la biosintesis de dTDP-glucosa y dTDP-
ramnosa, 6 dglicosiltransferasas, un complejo de transportadores ABC y una proteina
homoéloga a las proteinas NodO de Rhizobium. Dentro de las glicosiltransferasas se
encontr6 un alto grado de homologia a RfbA (rfbA) de S. typhimurium (Becker et al.,
1997).

En Salmonella enterica, glucosa-1-fosfato timidil transferasa participa en la
biosintesis de dTDP-L-ramnosa entre el antigeno O (biosintesis del LPS) (Liu et al.,
1993), catalizando la siguiente reaccién:

dTTP + alfa-D-glucosa 1-fosfato = pirofosfato + dTDP-glucosa

Los resultados de la secuencia parcial de la mutante Cd Tn5-LPS? sugieren que
este gen estaria también involucrado en la biosintesis de LPS en A. brasilense.
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TCCAAGCGAC

GGAACCAGCG

AARGAGTCCG

GCGARACGCC

TTGGCTTCTT

GGCATGACCG

AGCGGATCTC

ATGACGCCCA

GCGCTCGCCG

GCACCAGCGT

TAGGGGGCGG

GAGAGCCCCG

ACAGCGGCGT

TCGGTCCCAC

GCGGCACCCC

CCGCGACATG

GCGCTGTATT

CGTCACGGTC

CGGTCAGCTC

AAGGTCCAGG

GACCCCGACG

GCATCGGGT

TAGGTGAGCC

CATGCCCGGC

TTTTACGATC

AGGGTCCGAT

CTCGGGAATC

TAGCCGTGTA

AGGGGGCGGC

GCGGCCCGGG

CGTCGCCGAC

GTCGAGCCTT

G

CCRACGGATGC

TGGTTGTTGA

ATCCCAGCGG

GGGCCAGGAC

TGCGCGGGCA

GTCATACACC

ATTCGCCGTC

ATGAACTCCT

CGGGCTGTTC

CGTCCACCGG

TTCTCCACCA

GGCCTGTTCG

TTTCCAGGAA

AAGTCGCTGC

CGCCAACCTC

CAGTATGAAC

TGTGCTTCAA

CAGCCCGCCC

CGACCAGGGC

TGCCCCTCGC

CTTGACGATG

Fig. N° 22. Secuencia de nucleétidos correspondiente al fragmento secuenciado de
la mutante de A. brasilense Cd Tn5-PG.
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ATATCGCTTA

GCACCTTCCA

GAGCGGATCG

GACCGCCATC

ATTCCGTCCT

GCGGATTGGA

ARCCCAGGGC

GTCCGGCACC

TGCCGGTGTT

CTGGCCGGCA

GCAGTTCCAG

CCTACGCCGA

GCACAGG

CTATGGCGGG

TCGATCGCGC

ACCACCGCCG

CGACACCGCA

TGGCTGGACT

GTGGGAGCGA

CGGCTCTACC

CGACAAGCCG

TCCGCGACAT

CGCCTTCTGG

GCAGCCGAAT

Fig. N° 23. Secuencia de nucleétidos correspondiente al fragmento secuenciado de
la mutante de A. brasilense Cd Tn5-LPS®.
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Fig. N° 24. Alineamiento de secuencias de la proteina deducida de A. brasilense Cd
Tn5-PG (Abr) y D-alanina-D-alanina ligasa de Zymomonas mobilis (Zmo).

Las areas sombreadas en negro indican aminoacidos idénticos y las sombreadas
en gris aminoacidos con propiedades quimicas similares.

Abx
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Fig. N° 25. Alineamiento de secuencias de la proteina deducida de A. brasilense Cd
Tn5-LPS* (Abr) y glucosa-1-fosfato timidil transferasa de Salmonelia enterica (Sen)
Las areas sombreadas en negro indican aminoacidos idénticos y las sombreadas
en gris aminoacidos con propiedades quimicas similares.
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IV.8. SELECCION DE MUTANTES DE A. brasilense Cd
RESISTENTES O SENSIBLES A ESTRES SALINO.

En vista de los resultados obtenidos precedentemente y con el objeto de investigar
determinantes genéticos de A. brasilense asociados a la tolerancia a salinidad, se intent6
obtener mutantes de A. brasilense resitentes o sensibles a salinidad, para lo cual se
emplearon diferentes metodologias.

IV.8.a. Seleccion de mutantes resistentes a la salinidad:

La determinacion de la concentracion inhibitoria minima demostré que 400 mM de
NaCl es la minima concentracion que produce inhibicion total del crecimiento en
Azospinillum brasilense Cd, corroborando datos obtenidos anteriormente en nuestro
laboratorio (Rivarola et al., 1998). Esta concentracién junto con 500 mM de NaCl se
utilizaron para seleccionar clones resistentes al estrés salino.

IV.8.a.i. Mutante inducida por luz UV:

Empleando esta metodologia no se obtuvieron clones de A. brasilense resistentes
a 400 o0 500 mM de NaCl.

IV.8.a.ii. Mutante espontanea:

No se pudieron seleccionar clones resistentes a 400 o 500 mM de NaCl utilizando
esta metodologia.

IV.8.a.iii. Obtencién de mutantes por transposicion de Azospirillum brasilense:

Se realizaron tres conjugaciones, de las cuales se obtuvieron 2864
transconjugantes. Todos ellos fueron analizados para la resistencia o sensibilidad a estrés
salino.
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IV.8.a.iii.1. Seleccion de mutantes resistentes a la salinidad:

No se obtuvieron clones resistentes al estrés salino (tanto a 500 como a 400 mM
de NaCl).

IV.8.a.iii.2. Seleccidon de mutantes sensibles a la salinidad:

La concentracién usada para seleccionar clones sensibles a estrés salino fue 200
mM de NaCl.

De los transconjugantes obtenidos se encontraron 13 clones con menor
crecimiento, respecto a la cepa salvaje, en medio MML sélido con 200 mM de NaCl. Sin
embargo, algunos de estos clones también estaban alterados en su capacidad de crecer
en el medio control. En la Fig. N° 26 se muestran fas curvas de crecimiento para siete de
dichos mutantes. Aquellos en los cuales el crecimiento estd afectado en condiciones
normales no resultan de interés en esta instancia dado que posiblemente estan alterados
en forma pleiotrépica, y no en mecanismos asociados mas especificamente a la tolerancia
a salinidad. Sin embargo el mutante a21 mostr6 diferencias con el crecimiento de la cepa
salvaje sélo en concentraciones de sal elevadas (Fig. N° 26). En la Fig. N° 27 se muestra
el comportamiento del mismo comparado con la cepa salvaje durante 40 h luego de la
inoculacién en un medio con 300 mM de NaCl.
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Fig. N° 26. Curvas de crecimiento de mutantes Tn5 de A. brasilense en
condiciones de estrés salino. wt: A. brasilense Cd medio control; 200: medio
suplementado con 200 mM de NaCl; g1, a21, g, A20, n2, a1 y ¢28: mutantes Tn5-

lacZ de A. brasilense. 119
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Fig. N° 27. Curva de crecimiento de Azospirillum brasilense Cd wt y mutante a21 en
condiciones de estrés salino (300 mM NacCl).
Wt: A. brasilense wt; a21: mutante Tn5-/acZ sensible a salinidad.

El retardo en el crecimiento en medio salino de la mutante a21 estaria indicando
que el gen interrumpido estaria asociado con la tolerancia a la salinidad. La seleccién y
caracterizacion de mutantes sensibles a salinidad, como el clon a21, se espera permita
avanzar en el estudio de los mecanismos involucrados en una respuesta tan compleja
como la del estrés salino.
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1- La adherencia a las raices de maiz de Azospirillum brasilense Cd sometido a estrés
salino se encuentra alterada tanto en la fase de adsorcién como en la de anclaje.

a.- Con respecto a la primera, la alteracioén podria ser causada por modificaciones en la
fuerza i6nica del medio de adsorcién, y/o modificaciones en las moléculas de la superficie
bacteriana, inducidas por el estrés salino. Sin embargo, las bacterias estresadas pueden
adsorberse de forma normal en medio salino (grupo Tt), lo cual refleja una capacidad de
adaptacion de este microorganismo a las condiciones de salinidad.

b.- La segunda fase (anclaje), ha resultado la mas afectada por la salinidad. Todos los
grupos estudiados muestran una disminucioén en el nimero de bacterias ancladas a raices
de maiz.

2- El crecimiento de plantulas de maiz en condiciones de salinidad (NaCl 200mM) se ve
afectado, encontrandose comprometida fundamentalmente la expansién radical.

- La adsorcién y anclaje de Azospirillum brasilense a raices de plantulas estresadas se
encuentra disminuida. Este resultado demuestra que ambos componentes, planta y
bacteria, estan alterados por la salinidad.

Las evidencias precedentes en su conjunto sugieren que el efecto benéfico que
otorga esta bacteria a los cultivos (fijacion de nitrégeno, produccién de fitohormonas) con
el consecuente aumento en el rendimiento de las cosechas, podria estar comprometido
en suelos salinos.

3- La membrana extema de Azospirillum brasilense Cd sometido a estrés salino presenta
modificaciones en el patrén de proteinas y de LPS y en la composiciéon cuantitativa de
EPS.

4- El periplasma de las bacterias también presenta importantes cambios en los patrones
de proteinas y de glucanos.

Es posible asi que la menor adherencia de estas bacterias a las rafces de maiz
estén asociadas con los cambios moleculares de la superficie celular. En este sentido,
Croes et al. (1993) sugiere al flagelo polar de Azospirillum brasilense como el responsable
de la adsorcion. Concordantemente la proteina del flagelo polar tiene el mismo peso
molecular y localizaciéon que una proteina ausente en la membrana externa de bacterias
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estresadas. Del mismo modo, la disminucién en el contenido de exopolisacaridos (EPS), y
los cambios cualitativos tanto de EPS como de LPS deben ser considerados en relacién al
menor anclaje de Azospirillum brasilense.

5- El estrés salino aumenta la expresion de nifA en Azospirnillum brasilense Cd, pero los
resultados sugieren que el producto de nifA se encuentra en una forma inactiva.

6- La transcripcion de nifH en A. brasilense Cd esté disminuida en bacterias sometidas a
estrés salino, lo que afecta en forma negativa la capacidad de fijar nitrégeno.

7- Los exudados radicales de plantulas de maiz tanto controles como estresadas inducen
la transcripcion de nifA en A. brasilense Cd; sin embargo no se observé induccién cuando
la bacteria creci6 en presencia de estrés salino.

8-. No se observo un aumento significativo en la expresiéon de nifH cuando la bacteria fue
incubada en presencia de exudados radicales.

Es posible que la falta de respuesta de la bacteria estresada a los exudados
radicales pueda ser debida a las modificaciones en los componentes de superficie de A.
brasilense provocadas por el estrés salino.

9- Con el propésito de caracterizar los determinantes genéticos de la bacteria asociados
al estrés salino, se analiz6 el comportamiento en medios con elevadas concentraciones
de sal de mutantes generadas por transposicion Tn5. Con dicha estrategia no se
obtuvieron mutantes de Azospinllum brasilense capaces de crecer en altas
concentraciones de sal (NaCl 500mM). Sin embargo, se obtuvo una mutante
hiperproductora de EPS (A. brasilense Cd Tn5-PG), la cual tiene incrementada Ia
producciéon de dichas macromoléculas en un 100 % y muestra un retardo en el
crecimiento en medio salino, comparada a su cepa parental. Es posible que la produccién
aumentada de EPS modifique la adaptacion de la cepa mutante al estrés salino teniendo
en cuenta que la cepa salvaje en condiciones de salinidad disminuye la produccién de
este polisacarido.

- No se observaron diferencias en el perfil electroforético de los LPS de la mutante Cd
TnS5-PG con respecto a la cepa salvaje, indicando que la mutacién no afecta a los LPS.
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- Mientras que el nimero de bacterias ancladas a raices de plantulas de maiz de A.
brasilense Cd Tn5-PG fue similar al de la cepa salvaje, la colonizacién de las raices
controles y estresadas, fue muy inferior a la de su cepa parental. Este resultado estaria
reflejando una incapacidad de la mutante para colonizar el interior de las raices. Este
comportamiento podria derivar de un anclaje demasiado firme (por su alta produccion de
EPS) que imposibilitaria la invasion al interior.

- El fragmento EcoRI conteniendo el Tn5 en el ADN de la mutante de A. brasilense Cd
Tn5-PG fue clonado dando luagr al plasmido pEJpg1. Mutagénesis reversa de la cepa
salvaje empleando dicho plasmido reprodujo el fenotipo mutante. Posteriormente el
fragmento interno EcoRI/BamHI fue subclonado y secuenciado. La secuencia parcial de la
proteina deducida mostré homologia con la D-alanina-D-alanina ligasa de Zymomonas
mobilis (54% de identidad y 67% similitud) involucrada en la sintesis del péptidoglucano.
Por tanto, es importante destacar la posible relacién entre la integridad de la membrana
extema de Azospirillum brasilense, la regulacién de la sintesis de EPS, la tolerancia a
salinidad, y la colonizacién de raices de maiz.

10- Se obtuvo una mutante con alteraciones en el perfil electroforético de los LPS (A.
brasilense Cd Tn5-LPS?®). La morfologia de las colonias de esta mutante resultd ser
diferente a las de la cepa salvaje, ya que mientras las colonias de esta uitima son grandes
y de aspecto mucoso, las de la mutante son mas pequefias y de aspecto no mucoso.

- La produccién de EPS por esta mutante no estd afectada, como asi tampoco el
crecimiento en medios salinos en comparacién con la cepa salvaje.

- El anclaje de esta mutante a las raices de plantulas de maiz fue similar al de su cepa
parental, indicando que la alteracién en el LPS no afectaria esta fase de la adherencia.

- La colonizacién de raices de plantulas de maiz controles de la mutante de A. brasilense
Cd Tn5-LPS? fue ligeramente inferior a la de la cepa salvaje; mientras que en condiciones
salinas la colonizacion resulté ser superior a la de la cepa salvaje.

- El fragmento EcoRI conteniendo el Tn5 en el ADN de la mutante de A. brasilense Cd
Tn5-LPS?® fue clonado dando lugar al plasmido pEJlps1. Mutagénesis reversa de la cepa
salvaje empleando dicho plasmido reprodujo el fenotipo mutante. Posteriormente el
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fragmento interno EcoRI/BamH| fue subclonado y secuenciado. La secuencia parcial de la
proteina deducida mostr6 homologia, a nivel de proteina, a glucosa-1-fosfato timidil
transferasa de Salmonella enterica, E. coli, Shigella flexneri, Salmonella typhimurium,
Steptococcus pneumoniae (79% de identidad y 90% de similitud); y porcentaje menores
de homologia a glucosa-1-fosfato timidil transferasa de Streptococcus pneumoniae,
Neisseria meningitidis, Actinobacillus actinomycetemcomitans, Xanthomonas campestris,
Rhizobium sp. NGR234, Azorhizobium caulinodans, Leptospira interrogans, Burkholderia
pseudomallei, Klebsiella pneumoniae, Yersinia enterocolitica, Sinorhizobium meliloti, y
Enterococcus faecalis. En varias de estas bacterias esta enzima participa en la biosintesis
del LPS. Mientras que en Sinorhizobium meliloti estd asociada a la sintesis del
galactoglucano (EPSII).

11- Con respecto a la obtencién de mutantes sensibles a estrés salino, se obtuvieron
cuatro exoconjugantes que mostraron igual crecimiento en medio control y un leve retardo
en el crecimiento en medio con 200 mM de NaCl, comparado a la cepa salvaje. Sin
embargo en 300 mM de NaCl uno de los clones (denominado a21) presenta un marcado
retardo en el crecimiento, indicando probablemente que el gen interrumpido participe en
los mecanismos de osmotolerancia. Es importante destacar que la respuesta de
Azospirillum brasilense frente al estrés salino seguramente involucra a mas de un gen.

V.1. Conclusiones generales y perspe:tivas futuras:

En la primera etapa de este trabajo se ha realizado una caracterizacién fenotipica
detallada sobre el comportamiento de A. brasilense en altas concentraciones de sal,
analizando las caracteristicas y modificaciones de diversos componentes de la bacteria.
Ademas en una segunda etapa, el estudio realizado ha permitido identificar genes
especificos de la bacteria asociados a su tolerancia a salinidad y capacidad de asociacion
con la planta en condiciones de estrés salino. Una de esas mutantes con alteraciéon en la
sintesis de péptidoglucano e hiperproductora de EPS (Cd Tn5-PG) presenta
modificaciones en la tolerancia a salinidad. De lo mencionado anteriormente se desprende
la importancia de la integridad del péptidogiucano no sélo en la tolerancia a salinidad y
producciéon de componentes superficiales como el EPS, sino también en la interaccién
planta-bacteria. Por otra parte, la obtencion, caracterizacién fenotipica y genética de una
mutante de A. brasilense con alteraciones en los LPS permitira investigar en detalle si
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existe participacion de ese polisacarido en la interaccién temprana Azospirillum-planta.
Cabe destacar que no han sido reportados previamente mutantes de A. brasilense
alterados en el LPS.

Finalmente la obtencién de una mutante alterada especificamente en su tolerancia
a estrés salino brinda una valiosa herramienta para darle continuidad a los estudios de
este mecanismo tan complejo como es la tolerancia a estrés salino.
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Saline stress affects the: attachment of
Azospirillum brasilense Cd to maize and wheat

roots

Edgardo Jofré, Sonia Fischer, Viviana Rivarola, Héctor Balegno, and

Gladys Mori

Abstract: The present work was designed to study the effect of saline stress on the attachment of Azospirillum brasilense o
maize and wheat roots. We demonstrate that both attachment steps (adsorption and anchoring) are altered. A 100-kDa
protein disappeared under these experimental conditions. Coincidently, a 100-kDa flagellum protein has been identified as
the agent responsible for adsorption. However, the adhesive properties of bacteria appear to involve other factors, such as the
ionic strength of the medium. The impairment of anchoring ability was correlated with alterations in exopolysaccharide,

glucan, and lipopolysaccharide contents.

Key words: Azospirillum brasilense, saline stress, Azospirillum-root interaction.

Résumé : La présente étude a évalué effet d’un stress salin sur "adhérence d’Azospirillum brasilense aux racines du mais
et du blé. Nous avons démontré que ies deux étapes de I'adhérence (adsorption et accrochage) étaient modifiées. Dans ces
conditions expérimentales une protéine de 100 kDa disparaissait mais par coincidence une protéine flagellaire de 100 kDa a
é1é identifiée comme responsable de I’adsorption. Les propriétés d’adhérence des bactéries semblent par contre impliquer
d’autres facteurs comme la force ionique du milieu. L'incapacité d’accrochage des bactéries a été mise en corrélation avec
des changements dans le contenu en exopolysaccharides, en glucanes et en lipopolysaccharides.

Mots clés : Azospirillum brasilense, stress salin, interaction racine-Azospirillum.

[Traduit par la rédaction]

Introduction

Members of the genus Azospirillum associate with plant roots
and have been shown to improve the growth of many agricul-
turally important crops (Vande Broek et al. 1993). Yield in-
creases have been attributed to mechanisms such as nitrogen
fixation, phytohormone production, and nitrate reduction
(Assmus et al. 1995; Vande Broek and Vanderleyden 1995).
Success in crop yield enhancement by microorganisms de-
pends on efficient plant root colonization. Several bacterial
properties are believed to contribute to this capacity, such as
chemotaxis toward root exudates, metabolism of root exudate
components, suppression of competing microorganisms, and
most importantly, the ability to bind to the plant root surface
(Vande Broek et al. 1993). Attachment of Azospirillum brasi-
lense to wheat roots (Michiels et al. 1990), as well as to maize
roots (Jofré et al. 1996), proceeds in two steps. First, bacteria
adsorb rapidly and reversibly on the root surface; in this step,
a protein cell-surface component is involved. Croes et al.
(1993) presented evidence for the role of the bacterial polar
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flagellum as a wheat root adhesin. Several hours after adsorp-
tion, bacteria become irreversibly anchored on the adsorption
site surface. This second step is probably mediated by surface
polysaccharides (exopolysaccharides (Schloter et al. 1994) or
lipopolysaccharides (Lideritz et al. 1982)).
In the field, deleterious agents may reduce or eliminate the
beneficial effects of Azospirillum on plant growth. Previous
studies in our laboratory demonstrated that the herbicide 2,4-
dichlorophenoxyacetic acid, at concentrations used on crops,
dircctly alters the attachment of Azospirillum brasilense Cd to
maize roots (Jofré et al. 1996). We have recently focused our
attention on the fact that, in Latin America, salt-stressed agri-
cultural land ranges from 400 to 950 million ha (Graham
1991). The objective of this research was to determine the
effect of saline stress on the attachment of Azospirillum brasi-
lense to maize and wheat roots as well as on the involvement
of proteins and polysaccharides in the bacteria~root interac-

tion.

Materials and methods

Chemicals

All chemicals were obtained from Sigma Chemical (St. Louis, Mo.).
Methy! {*H jthymidine (6.70 Ci/mmol; ! Ci=37 GBq) was purchased
from New England Nuclear (Boston, Mass.).

Bacterial strains and media

Azospirillum brasilense Cd (ATCC 29710) used in this study was
kindly supplied by Embrapa (Seropédica, Brazil). Cells were main-
tained and restreaked every 3 weeks on fresh plates of Luria~-Bertani
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(LB) medium supplemented with 2.5 mM CaCl, and 2.5 mM
MgSO0;,.

The time course of cellular growth was examined in liquid me-
dium supplemented with NaCl to final concentrations of 0, 100, 200,
300, and 400 mM. Culwres were grown at 32 + 2°C on a rotary
shaker at 100 rpm. The osmotic pressure of the different media was
measured with a vapor pressure osmometer (model 5500 C; Wescor,
Logan, Utah). Bacterial growth was monitored spectrophotometri-
cally at 600 nm.

For adsorption and anchoring experiments, a single colony from
a fresh stock plate was inoculated in 10 mL of LB medium supple-
mented with 2.5 mM CaCl,, 2.5 mM MgSO,, and methyl
{*H)thymidine (200 uCi). Control bacterial cultures were grown
aerobically on a rotasy shaker to an optical density (ODgq) of 1.0 (1.4
x 10® bacteria/mL, as determined by plating). A second colony was
inoculated in the same way in the same medium supplemented with
300 mM NaCl and methyl [*H]thymidine (200 uCi). Culturcs of
these treated bacteria were grown to an ODgy of 1.0, which corre-
sponded to a similar number of control bacteria (1.12 X 10* bacte-
ria/mL).

Cultivation of maize and wheat seedlings and preparation of
roots

Seeds of Zea mays and Triticum aestivim were surface sterilized as
previously described (Jofré et al. 1996). Sterilized seeds were germi-
nated on plates containing wet filter paper and cotton for 3 days at 23°C
in the dark. Individual sterile seedlings were aseptically trans-
ferred to cotton-plugged 200 x 22 mm glass tubes containing Marin~
Prevel-Charpentier-Lavigne (MPCL) medium (Michiels et al. 1991).
These were placed in a growth chamber with a 16 h day : 8 h night
cycle, a constant temperature of 23°C, and a refative humidity of 80%.
Roots were cut from 5-day-old maize and 21-day-old wheat seedlings
with approximately equally-sized root systems and placed individu-
ally in sterile test tubes containing 4.5 mL of MPCL medium.

Bacterial adsorption to maize and wheat roots

The procedure utilized was based on that used by Michiels et al.
(1991). Radioactively-labelled control and NaCl-treated bacteria
grown as described above were collected by centrifugation, washed
twice in sterile 0.85% NaCl to remove the unincorporated label, and
suspended in the original volume of MPCL medium. Cellular specific
activity was determined in one aliquot. Both control and trented cells
had comparable radioactivity, demonstrating that the uptake of
methyl (*H]thymidine was not altered in the treated group. Portions
(0.5 mL) of labelled and washed bacterial cells were added to the
tubes containing a maize or wheat root in 4.5 mL of MPCL. Four
treatments were examined: (i) cells grown in control medium were
added to the maize or wheat root in MPCL (C; control bacteria in
contro] medium); (if) cells grown in control medium were added to
the maize or wheat root in MPCL supplemented with 300 mM NaCl
(Ct; control bacteria in treated medium); (iii) cells grown in high-salt
medium (LB plus 300 mM NaCl) were added to the maize or wheat
root in MPCL (T; treated bacteria in control medium); and (iv) cells
grown in high-salt medium were added to the maize or wheat root in
MPCL supplemented with 300 mM NaCl (Tt; treated bacteria in
treated medium).

In all treatments, the pH was 6.5-7. Bacterial suspensions were
decanted after a 2-h incubation on a rotary shaker at 30°C and 50 rpm.
Roots were washed three times by immersion in distilled water for
1 min without agitation and gently dried on a piece of filter paper.
The amount of radioactivity associated with the root was measured
in a liquid scintillation counter. In each treatment, the percentage of
initial radioactivity (in a 0.5-mL washed control or treated bacterial
suspension) remaining on the root and the number of bacteria ad-
sorbed to the root were calculated. Since the initial control inoculum
contained 1.4 x 10% bacteria/mL, 1% adsorption corresponds to 7 X
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10° bacteria/root. The total number of experiments was four and each
experiment was performed with 3 or 4 roots/treatment.

Bacterial anchoring to maize and wheat roots

The same procedure and experimental design were used as in the
adsorption experiments, except that MPCL medium was substituted
for nitrogen-free medium (NMF) and the incubation time was 24 h
instead of 2 h. MPCL medium is a nitrogen-free minimal salts me-
dium containing 0.5% fructose that induces high exopolysaccharide
production (Michiels et al. 1990). The total number of experiments
was four and each experiment was performed with 3 or 4 roots/treat-
ment.

Microscopical observations

Cells of Azospirillumn brasilense Cd grown on LB agar plates with or
without 300 mM NaC! and supplemented with 200 pg calcotluor/mL
(Fluorescent Brightener 28; Sigma) were observed under an epifluo-
rescent microscope (Zeiss) at 365 nm. Calcofluor is a fluorescent dye
that binds to B-linked polysaccharides (Michiels et al. 1990).

Exopolysaccharides, capsular polysaccharides, and periplasmic
glucans

Exopolysaccharide (EPS) and capsular polysaccharide (CPS) con-
tents were determined in the four treatment groups of bacteria main-
tained under the same conditions as in the anchoring experiments, but
without the roots. After 24 h of incubation in the anchoring medium,
the cultures were centrifuged and EPS were precipitated from the
supernatant with three volumes of cold ethanol and measured by the
anthrone method (Dische 1962). Capsular polysaccharides were ex-
tracted following the technique of Skorupska et al. (1985), separating
extractable from nonextractable CPS, and measured as above. Peri-
plasmic glucans were isolated from 5-mL cultures of control and treated
bacteria grown to an OD of 1.0. After centrifugation at 3500 x g for
10 min, cells were washed in 1 mL of water and pellets treated with
200 pL of 75% v/v ethanol at 70°C for 30 min (Breedveld et al.
1995). The alcoholic supernatant was concentrated under vacuum, the
residue dissolved in 20 pL of water, and the anthrone reaction per-
formed.

Extract aliquots were spotted onto TLC plates (Silica gel G 60;
Sigma). The chromatograms were developed in n-butanol ~ acetic
ucid - ethyl ether - water (9:6:3:1) for EPS and CPS and in ethanol-
butanol-water (5:5:4) for glucans. For visualization, the TLC plates
were sprayed with 5% H,S0, in methanol and heated at 120°C for
10 min.

Protein gel electrophoresis

Total, periplasmic, and outer membrane proteins were extracted from
control and treated cultures of Azospirillum brasilense Cd grown up
to an OD of 1.0. Protein concentration was determined according to
Bradford (1976) with bovine serum albumin as a standard.

Total proteins were extracted by the phenol method (De Mot and
Vanderleyden 1989). Periplasmic proteins were released following
Ferro-Luzzi Ames et al. (1984). After extraction, proteins were sepa-
rated by sodium dodecyl sulfate - polyacrylamide gel electrophoresis
(SDS-PAGE; Laemmli 1970) in slab 10% gels. Outer membrane
proteins were prepared as described by Achtman et al. (1983) and
separated, as above, in slab 10% gels containing 4 M urea.

Isolation and analysis of lipopolysaccharides of Azospirillum
brasilense Cd

Control and treated cells grown on LB agar plates were used for

lipopolysaccharide (LPS) extraction, following the method of Val-

verde et al. (1997). Released LPS were analyzed by SDS-PAGE. Af-

ter electrophoresis, gels were silver stained (Tsai und Frash 1982).
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Fig. 1. Effect of NaCl on the growth of Azospirillum brasilense.
Growth was measured by the increase in absorbance at 600 nm. M,
control; @, 100 mM NaCl; A, 200 mM NaCl; ¥, 300 mM NaCl;
¢, 400 mM NaCl.

20

OD (600 nm)

Time (h)

Fig. 2. Agar plates of Azospirillum brasilense Cd exhibiting the
morphology of the colonies grown with (left) or without (right) a
supplement of 300 mM NaCl.

i

Statistical analysis
Means were compared using the Student ¢ test at the 0.05 significance
level. Each treatment mean was compared with the control (C).

Results and discussion

Effect of NaCl concentration on growth of Azospirillum
brasilense Cd

Growth of bacteria in the presence of different NaCl concen-

trations indicated that the strain could tolerate up to 200 mM

NaCl in the medium without an appreciable decline in growth.

Can. J. Microbiol. Vol. 44, 1998

Fig. 3. Electrophoretic analysis of the LPS of Azospirillum

brasilense Cd visualized with silver stain. Lane 1, control; lane 2,

300 mM NaCl.

However, at 300 mM NaCl, there was a 66% decrease in the
growth of the 24-h culture (logarithmic phase), but the maxi-
mum growth in the control was attained at 48 h (stationary
phase). Total growth inhibition was seen at higher concentra-
tions (400 mM NaCl; Fig. 1). Parts of these results have been
previously published.

All additional analyses were carricd out using the 300 mM
NaCl concentration.

Effect of saline stress on Azospirillum brasilense Cd
morphology

When grown on LB solid medium, control colonies were mu-
coid and pink. In contrast, colonies grown on NaCl-treated
solid medium were smaller, drier in appearance, and more
pigmented (Fig. 2). This change may reflect salt-induced
structural alterations of the LPS as described by Lloret et al.
(1995). In this study, changes in the LPS profile were seen
when analyzed by SDS-PAGE (Fig. 3). The different mor-
phology could also be caused by an alteration in EPS produc-
tion. Since EPS production has been correlated with the ability
to bind calcofluor (Del Gallo et al. 1989), we grew Azospiril-
lum brasilense in control and treated media supplemented with
calcofluor. As shown in Fig. 4, treated cells present less fluo-
rescence than the control, indicating an impairment in EPS
production.

Adsorption of Azospirillum brasilense Cd to maize and

wheat roots: effects of saline stress
The number of adsorbed bacteria diminished significantly in
the treated group (T) for both plant species (Table 1), suggest-
ing that saline affected the first step of the Azospirillum—plant
interaction. The mechanism of this alteration could be modi-
fications of the bacterial surface induced by saline stress and
(or) changes in the medium ionic strength. To distinguish be-
tween these alternatives, control bacteria were allowed to ad-
sorb to the root in the treated medium (Ct). Because adsorption
was also altered under these conditions, the mechanism ap-
pears to be related to the second alternative.

Gafny et al. (1986) demonstrated that the number of bacte-
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Fig. 4, Azospirillum brasilense Cd in LB with (top) or without (bottom) a supplement of 300 mM NaCl. EPS were revealed with calcofluor
(epifluorescent microscopy).-Cultures were grown to an ODggy of 1.0. The numbers of bacteria in both groups were similar (see Materials and

methods). it ;

ria adsorbed to maize roots is affected by the ionic strength of
the medium. On the other hand, minor and no differences were
observed in the maize and wheat (Tt) groups, respectively,
which could be due to an adaptation of the bacteria to the
treated medium. o

We analyzed total, periplasmic, and outer membrane pro-
tein profiles in control and treated bacteria to evaluate possible
modifications to the bacterial surface, Total protein profile
analysis_showed minor changes in the treated group under
these conditions (data not shown). However, in the treated
group, there were several differences in periplasmic proteins
compared with the control; the 26-, 30-, 35-, and 41-kDa bands
were diminished (Fig. 5a). On the other hand, an 11-kDa pro-
tein, absent in the control, appeared in the treated group, while
a 39-kDa band disappeared.‘The most important changes were
seen in the outer membrane proteins (Fig Sb), whose control
pattern consisted of four: main bands: 42, 100, 116, and
122 kDa. The 100-kDa protein was absent in the treated group.

Although factors controlling successful colonization of the

root by Azospirillum species are not yet fully understood, ear-
lier studies suggested the involvement of a 100-kDa protein in
the rapid and reversible adsorption of the bacteria to the roots
(Madi and Henis 1989). Later, Croes et al. (1993) presented
strong evidence involving the polar flagellum in this first at-
tachment step. They demonstrated that nontlagellate mutants
are unable to adsorb to the plant root surface (Croes et al. 1993;
Michiels et al. 1991). The Azospirillum brusilense polar fla-
gellum consists mainly of a 100-kDa protein (Schloter et al.
1994), which was identified as the adhesin-protease sensitive
factor whose climination inhibited adsorption. In the ‘present
work, we have observed the disappearance of a 100-kDa pro-
tein in the 300 mM NaCl treated bacterial outer membrane
(Fig. 5b). Loss of this protein could explain the diminished
bacterial adsorption found in the treated group (T) and could
be considered as more indirect evidence that the polar flagel-
lum functions as a root adhesin, On the other hand, this result
is consistent with well-documented changes, induced by eavi-
ronmental stimuli, that occur in the outer membrane of bacte-
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Table 1. Effects of 300 mM NaCl on the adsorption of
Aczospirillum brasilense Cd to maize and wheat roots.

No. of bacteria/root

Treatment Maize Wheat

C 9.76x10°+0.34x10% 55.6x10%47.5x10%
T 5.35%10%+1.00x105** 24.1x10%44.1x105**
Ct 7.53x10°40.76x10%* 31.5%10°45.3x10%
Tt 7.88x10%+1.19x10° 46.3x10°49,8x10°

Notes: C, bacteriu lubeled with methyl [*Hjthymidine, grown in LB
medium to an ODgy of 1, and adsorbed to a root in control adsorption
medium after 2 h of incubation; T, bacteria labeled with methyl
[*H]thymidine, grown in LB medium plus 300 mM NaCl to an ODgy of 1,
and adsorbed to a root in control adsorption medium after 2 h of incubation;
Ct, bacteria labeled with methy! [*H)thymidine, grown in LB medium to an
ODyyg of 1, adsorbed to a root in medium plus 300 mM NaCl after 2 h of
incubation; Tt, bacteria labeled with methyl {*H)thymidine, grown in LB
medium plus 300 mM NaCl to an ODgy of 1, and adsorbed 1o a root in
adsorption medium plus 300 mM NaCl after 2 h of incubation. The pH was
7. Values are the means + SE of four experiments (in each experiment, 3—4
roots/treatment were examined). Treated means differ from control means
at p < 0.01 (*) and p < 0.0025 (**).

Table 2. Effects of 300 mM NaCl on the anchoring of
Azospirillum brasilense Cd to maize and wheat roots.

No. of bacteria/root

Treatment Maize Wheat

C 2.72x10%40.56x10° 19.9%10%40.75x10¢
T 0.85x1084£0.21x108* 8.4x10°10.41x10%*
Ct 0.84x10640.13x105* 1.7%10640.26x105**
Tt 0.38x1054+0.09x106** 5.8x10%4£0.98x106**

Notes: C, bacteria labeled with methyl {*H}thymidine, grown in LB
medium to an ODggg of 1, and anchored to a root in control NMF medium
after 24 h of incubation; T, bacteria labeled with methyl [JH]lhymidine.
grown in LB medium plus 300 mM NaCl to an ODgq of 1, and anchored to
a root in control NMF medium after 16 h of incubation; Ct, bacteria labeled
with methyl [3H]lhymidinc. grown in LB medium to an ODgy of 1, and
anchored to root in medium plus 300 mM NaCl after 16 h of incubation; Tt,
bacteria labeled with methyl [*H]thymidine, grown in LB medium plus 300
mM NaCl to an ODgyq of 1, and anchored to a root in NMF medium plus
300 mM NaCl after 16 h of incubation. The pH was 7. Values are the
means t SE of four experiments (in each experiment, 34 roots/treatment
were examined). Treated means differ from control means at p < 0.0025 (*)
and p < 0.0005 (**).

ria (Forst and Inouye 1988). However, the adhesive properties
cannot be ascribed solely to a flagellum protein, since control
bacteria in saline medium (Ct) also presented a minor adsorp-
tion capacity and treated bacteria adapted to saline stress could
adsorb normally. It seems likely that the ionic strength condi-
tions of the medium also play a role in the interaction.

Anchoring of Azospirillum brasilense Cd to maize and
wheat roots: effects of saline stress

Table 2 shows that this attachment step was significantly al-
tered in the three groups, Ct, T, and Tt, in both plant species
studied. The last group was one of the most affected, with a
70% diminution in the number of bacteria anchored. In spite
of normal adsorption, treated bacteria in saline medium were
not able to anchor to the root. Del Gallo et al. (1989) demon-

Can. J. Microbiol. Vol. 44, 1998

Fig. 5. Electrophoretic analysis of Azospirillum brasilense
periplasmic and external membrane proteins. (a) Periplasmic
proteins. Lane 1, control; lane 2, 300 mM NaCl. (b) External
membrane proteins. Lane 1, 300 mM NaCl; lane 2, control.

Sa 5b

Fig. 6. TLC of EPS (lanes 7-10) and CPS (lanes 11-14) isolated
from Azospirillum brasilense in anchoring conditions. Lane 1,
glucose; lane 2, rhamnose; 1ane 3, mannose; lane 4, fucose; lane 5,
fructose; lane 6, galactose; lanes 7 and 11, C; lanes 8 and 12, C;
lanes 9 and 13, T; lanes 10 and 14, Tt.

strated, by scanning and transmission microscopy, that two
main forms of EPS exist on the outer bacterial surface: the CPS
component, which appears to be more dense and tightly bound
to the cell, and the EPS component, which appears lighter,
cxtending away from the cell. EPS were reduced by 55, 60,
and 64% in the Ct, T, and Tt groups, respectively, while CPS
was diminished only in the Ct treatment (Table 3). The EPS
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Table 3. Polysaccharide and glucan contents of Azospirillum brasilense Cd in anchoring

conditions (pg/mg protein).

Polysaccharides C T Tt
EPS 228.48122.85 104.39%12.1** 89.7447.3** 82.4617.3**
Extractable CPS 89.4816.51 128.37116.4* 102.73£13.36 165.5+2.83%*

Nonextractable CPS  460.8451.16  121.08+23.5**
Not determined

Glucans 22.361£0.91

425.36133.26  326.96142.4
9.76£1.14**  Not determined

Notes: C, control bacteria in control anchoring medium; Ct, control bacteria in treated anchoring
medium; T, treated bacteria in control anchoring medium; Tt, treated bacteria in treated anchoring medium.
Values are the means  SE of four to six experiments. Treated means differ from control means at

p <0.05 (*) and p < 0.0005 (**).

Fig. 7. TLC of periplasmic glucans isolated from Azospirillum
brasilense Cd. Lane 1, control; lane 2, treated. Arrows indicate the
main changes observed (see Results and discussion).

reduction was in accordance with the diminished fluorescence
found with calcofluor (Fig. 4). Furthermore, TLC analysis
demonstrated qualitative changes in the composition of EPS,
the most important of which were the disappearance of the
0.30-band in the Ct and T groups and the appearance of a new
band (R, = 0.38; Fig. 6). CPS-TLC analysis revealed differ-
ences only in the T group. Periplasmic glucans were reduced
by 56% in the treated group (Table 3) and TLC revealed that
a glucan with an R, of 0.155 disappeared while two new bands
were visible (0.295 and 0.485; Fig. 7).

Michiels et al. (1990) demonstrated that Azospirillum brasi-
lense Sp7 mutants with deficient or altered surface polysac-
charide structure were impaired in the anchoring process. Our
results are in agreement with this observation, since there is a
relationship between the impaired anchoring of stressed bac-
teria and reduced EPS content as well as altered monosaccha-
ride composition. However, the attachment mechanism
appears to be complex, perhaps involving several molecules.
For instance, in Agrobacterium tumefaciens, the production of
periplasmic $-1,2 glucans is necessary for the attachment and
subsequent tumor production on plants (Puvanesarajab et al.
198S). In our study, glucans were not only diminished in con-
tent in stressed bacteria but were also changed in their compo-

sition (Table 3; Fig. 6). In the symbiosis between rhizobia and
their host plants the LPS have been shown to be important
(Dazzo et al. 1991). In our study, these molecules were altered
in their electrophoretic motility by salt stress. LPS are the
major components of the outer membrane of Gram-negative
bacteria and are relevant to both outer membrane stability and
the interaction of the bacteria with other organisms and with
the environment (Liideritz et al. 1982).

One interesting observation is that stress-adapted bacteria
that could adsorb normally to the roots (Tt) failed in the an-
choring step. This result provides new evidence that the first
step is weak and reversible and that normal polysaccharide
composition is needed for an effective interaction. The
changes in morphology (Fig. 2) are likely related to the altered
EPS and LPS composition.

We conclude that, under these experimenta! conditions, sa-
line stress affects the attachment of Azospirillum brasilense Cd
to maize and wheat roots. In particular, the involvement of the
100-kDa adhesin in the first step and EPS, glucans, and LPS
in the second step was demonstrated. In view of our results,
we consider that it is of agronomic importance to continue inves-
tigating the harmful effects of salt on the Azospirillum—cereal
interaction. Further studies are in progress to investigate this
process with seedlings grown under saline conditions and to
obtain EPS- and LPS-altered and salt-resistant Azospirillum
mutants.
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Abstract

Growth of Azospirillum brasilense Cd in the presence of different NaCl concentrations showed that it tolerates up
to 200 mM NaCl in the medium, without appreciable decline in growth rate. At 300 mM NaCl, a decrease of 66%
in growth was observed at 24 h of culture. At 48 h of culture, bacteria in the presence of 300 mM NaCl reached
the maximum optical density value that was attained at 12 h by control cultures. This investigation was designed
to elucidate the effect of saline stress on Azospirillum brasilense Cd and the physiologic mechanism involved in
its possible salinity tolerance. For this reason, studies of other osmolytes, as well as of putrescine metabolism and
protein patterns were done with bacteria grown with this NaCl concentration in the medium, at 24 and at 48 hours.
A. brasilense responded to saline stress elevating the intracellular concentration of glutamate at 24 h, and of K*at
48 h. Glucan pattern, putrescine metabolism, and total and periplasmic protein patterns of the treated group showed
several changes with respect to the control. In spite of the several cellular functions affected by saline stress, the

results imply that A. brasilense Cd shows salinity tolerance in these experimental conditions.

Introduction

The genus Azospirillum comprises free-living Ny fix-
ing rhizosphere bacteria belonging 1o a group that
exerts beneficial effects on plant growth, namely
the plant growth-promoting rhizobacteria (PGPR).
Because of these properties, numerous studics on
Azospirillum ecology, physiology, and biochemistry
have been carried out during the past 15 years (Vande
Broek & Vanderleyden, 1995). However, despite
these studies and the enormous evidence concerning
Azospirillum stimulation of plant development, lit-
tle attention has been paid to the effect of noxious
environmental agents on these bacteria, such as her-
bicides and soil infertility conditions. Previous studics
in our laboratory demonstrated that the herbicide 2.4-
dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) (1 mM) interfercs
with the growth and activity of Azospirillum brasilense
Cd in pure culture (Rivarola et al., 1992; Fabra et al.
1993; Mori et al., 1995; Castro et al., 1996). We also
demonstrated that 2,4-D, at the concentrations uscd

on crops, directly alters Azospirillun brasilense Cd
attachment to roots (Jofré et al., 1996).

We have recently focused our attention on the fact
that, in Latin America, the land affccted by salt ranges
from 400 to 950 million ha (Graham, 1991). It was
therefore considered of interest to study the effect of
saline stress on Azospirillum brasilense Cd. Most bac-
teria have developed flexible modes of adaptation and
osmoadaptation strategies include the accumulation
of organic osmolytes, which can become the crucial
factor for the stability of enzymes and other cellular
components (Galinski, 1993). In this sense, Miller and
Wood (1996) proposed that proline and glycine be-
taine act as osmoprotectans in Azospirillum brasilense,
but as far as we know, no studics have been done
in order to find out if other molecules are related to
osmotolerance in this bacterium. Thus, this investiga-
tion was designed to study the role of other possible
osmolytes in Azospirillum brasilense Cd and the phys-
iologic mechanism involved in its possible salinity
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tolerance, looking for its potential use in these soil
infertility conditions.

Materials and methods

Chemicals

Most off the chemicals were obtained from Sigma
Chemicals (St. Louis, MO), while [1,4-14C]putrescine
dihydrochloride (117 mCi/mmol) and L-[1-'4C]-
ornithine (52.6 mCi/mmol) were purchased from New
England Nuclear (Boston, MA).

Bacterial strain and growth conditions

The strain used in this study was Azospirillum
brasilense Cd (ATCC 29710) it was routinely main-
tained in solid medium, containing NH4Cl 2.5 g 171,
malic acid 5 g 17!, K;HPO4 0.5 g 17!, MgS04.7
H,00.2g 1!, NaCl 0.1 g 17!, FeEDTA 0.066 g 1!,
KOH 4.5 g 171, CaCl, 0,02 g 17}, Na;M04.2H,0
0.4 mg 1-!, MnSO4.H,0 0.47 mg 171, biotin 10 ug
171, pyridoxal 20 ug 1! and agar 15 g 1! Cultures
were transferred monthly and stored at 4 °C. The same
broth medium was used in all the experiments. Cul-
turcs were grown at 32 + 2 °C in a rotatory shaker at
100 rpm. The osmolarity of the medium was increased
by the addition of NaCl to the final concentrations
of 100, 200, 300, 400 and 500 mM. The osmotic
pressure of the different media was measured with
a Vapor Pressure osmometer [Wescor (model 5500
O). Logan, Utah]. Bacterial growth was monitored
spectrophotometrically at 620 nm.

In one experiment, 1mM putrescine was also added
to the treated medium at the start of incubation. In
another experiment, polyethylene glycol (PEG) 8000
(30 mM) was used instead of NaCl. No changes of pH
were detected after supplementation.

All the subsequent determinations and assays were
carried out with control (1.7 mM NacCl) and 300 mM
NaCl treated cultures grown for 24 and 48 hours. After
centrifugation, cells were washed twice in the corre-
sponding culture medium (either control or treated, in
order to maintain the osmolarity).

Protein determination

Protein concentration was determined by the method
of Bradford (1976), using bovine serum albumin as
standard.

Determination of intracellular potassium levels

Cultures were assayed for potassium concentration us-
ing the procedure outlined by Bernard et ai. (1993).
Cell pellets were suspended in 0.1 M perchloric acid
for 24 h. K levels were determined using a Tecnolab-
T410 Model lon Analizer.

Glucan determination

To isolate glucans, cell pellets were extracted with
75% ethanol at 70 °C for 30 min (5) (Breedveld et
al., 1995). After centrifugation, the alcoholic super-
natant was concentrated under vacuum and the residue
dissolved in water. Quantitative detcrmination was
carried out by the anthrone method (Dische, 1962).
Aliquots containing 5 ug of glucans were spotted
onto TLC plates (Silica gel G 60, Sigma) and chro-
matographed with ethanol-butanol-water (5:5:4, v/v).
For visualization of the different bands, the TLC plates
were sprayed with 5% H;SO4 in methanol and heated
at 120 °C for 10 min.

Determination of L-glutamate

L-glutamate was determined with glutamic acid de-
hydrogenase, as described by Bernt and Bergmeyer
(1965). Cell pellets were treated with 4 parts by weight
of 0.6 M perchloric acid and centrifuged for 10 min
at 3,000 g. The supernatants were adjusted to pH 9
with 2 M phosphate solution (K3PO4 and K;HPO,,
pH 12), allowed to stand for 10 min in an ice bath and
then filtered. After 10 min at room temperature, the fil-
trates were analysed. The assay contained: 1 ml 0.5 M
glycine- 0.4 M hydrazine buffer (pH 9), 67 ul of the
filtrate, 67 ul 0.03 M diphosphopyridine nucleotide,
and 17 pul of a glutamic acid dehydrogenase solution
containing 10 mg protein/ml. Absorbance was mea-
sured at 366 nm, and results expressed as nmoles
L-glutamate/mg protein.

Polyamine transport assay

This assay was done following the method of
Tkanchenko and Chudinov (1994), modified as fol-
lows: cultures were centrifuged and the cells washed
with transport assay solution [0.15 mM NaCl and
50 mM K;HPO4, pH 7.4 (PBS)] and resuspended in
1 ml of the same solution. Polyamine uptake was ini-
tiated in cells incubated at 37 °C by the addition of
['4CJputrescine (4 1Ci/pmol). After 60 min of incu-
bation, an aliquot of 100 u! was centrifuged, washed
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and the putrescine influx measured in the cellular pel-
let. To the rest of the cell suspension, 1 ml PBS was
added, the preparation was then centrifuged and the
pellet suspended in 1 ml PBS, incubated for 10 min
at 37 °C and again centrifuged. The radioactivity in
the supernatant was measured to determine putrescine
efflux. The scintillation liquid used contained 0.2 g of
(1,4-bis [5 — phenyl - 2 — oxazolyl] benzene; 2, 2/- p
— phenylene — bis [5 — p — phenyloxaozole]) and 4 g
of 2,5 — diphenyloxazole/litre of triton X-100/tolucne
(1:3, viv).

Polyamine determination

Polyamine content in the cells was determined follow-
ing Smith and Best (1977). Bacteria were lysed by
grinding the cellular pellets (1.5 g) with alumina (2
g/g of wet cells) in a mortar for 5 min. The lysates
were suspended in PBS and centrifuged at 3,500 x
g for 15 min. Proteins were precipitated with 50%
trichloroacetic acid and removed by centrifugation at
420 x g. The resulting supernatants were neutralized
with sodium bicarbonate and kept in darkness for 16
h after the addition of 0.2 ml dansyl chloride solution
(30 mg/ml); 0.1 ml of a proline solution containing
1.5 mg/ml was added to each sample in order to re-
move the excess of dansyl chloride; after 30 min at
room temperature, the sample was dried with a current
of warm air. The dry residue was dissolved in water:
toluene (1:2, v/v) and, after mixing for a few minutes,
the sample was centrifuged. The toluene layer was
separated, a fraction of it placed on a TLC plate
(Silica gel G 60, Sigma) and chromatographed using
chloroform:triethylamine (5:1, v/v). Polyamine loca-
tions were detected by means of UV light, extracted
with acetone and the concentration determined with
a spectrofluorometer (excitation 359 nm and emission
500 nm). The results were compared with dansylated
polyaminc standards.

Ornithine decarboxylase activity determination

Ornithine decarboxylase activity was determined
by measuring the 4CO, released from L-[1-
14CJornithine (Noguchi et al., 1976). Bacteria were
lysed as described above. The mixtures were sus-
pended in 1 ml of 0.1 mM Tris buffer (pH 7.4)
containing 0.5 mM pyridoxal phosphate and 25 mM
dithiothreitol and centrifuged at 3,600 x g for 15
min. The supernatants (containing 250 pg of protein)
were used for the enzyme determination after the ad-
dition of 50 ul of the substrate mixture containing

257

0.4 pCi/mmol L-[1-14C]ornithine. These tubes, with
a final volume of 350 pl, were placed in vials contain-
ing a piece of filter paper with 10% KOH and tightly
stoppered. The vials were then incubated at 37° for
1 h. The enzymatic reaction was stopped by injecting
0.2 ml of 0.3 N HCl into the tube. The radioactivity
was measured in the KOH after the addition of 5 ml of
scintillation liquid. Enzyme activity was expressed as
nmol CO; released / mg protein /h.

Protein gel electrophoresis

Total bacterial proteins were extracted as described by
De Mot and Vanderleyden (1989).

Periplasmic proteins were released following the
method of Ferro-Luzzi Ames et al. (1984). Briefly,
control and treated cells from 24 and 48 h cultures
were collected by centrifugation for 10 min at 1,100 x
g. The supernatant was decanted thoroughly to avoid
resuspension of the cells. The pellet was resuspended
in the residual medium and 20 u1 of CHCl3 was added.
After vortexing, the tubes were maintained at room
temperature for 15 min, and then 0.2 ml of 0.01 M Tris
hydrochloride (pH 8.0) was added. Cells were sepa-
rated by centrifugation at 6,000 x g for 20 min, and
the supernatant fraction containing the periplasmic
protcins withdrawn with a Pasteur pipette.

Total and periplasmic proteins were separated
by sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel elec-
trophoresis (SDS-PAGE), following the technique of
Laemmli (1970).

Statistical analysis

Experimental differences were compared either by
the Student ¢-test or the ANOVA test at the 0.05
significance level.

Results and discussion

Effect of NaCl concentration on growth of
Azospirillum brasilense Cd (ATCC 29710)

Growth of the bacteria in the presence of different
NaCl concentrations showed that the strain could tol-
erate, without appreciable decline in the growth, up to
200 mM NaCl in the medium. However, as shown by
Figure 1, at 300 mM NaCl (osmolarity: -1.21 MPa),
there was a 66% decrease in the growth rate at 24 h
of culture (exponential phase), though growth reached
the control maximum at 48 h (stationary phase). At
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OD (620 nm)

Time (h)

Figure 1. Effect of NaCl on growth of Azospirillum brasilense.
Growth was measured by the increase in absorbance at 620 nm.
Control (H); plus 100 mM NaCl (@); plus 200 mM NaCl (A); plus
300 mM NaCl (¥); plus 400 mM NaCl (4).

higher concentrations of NaCl total growth inhibition
was seen (Figure 1).

Because of these results, we decided to carry out
the subsequent analysis with 300 mM NaCl concentra-
tion, at two times: 24 and 48 hours. On the other hand,
Douka et al. (1983) reported the salinity of the soil
for different depths, corresponding the concentration
of 300 mM to approximately 67 cm.

To test whether the effect observed in the growth
was due to the osmotic stress produced by high
salt concentrations or to an ionic effect, growth was
analysed in the presence of PEG 8000 (30 mM; os-
molarity: -1,21 MPa) instead of NaCl. PEG is a non-
ionic, nonmetabolizable osmoticum which has becn
frequently used in osmotic stress experiments. The rc-
sults obtained were similar to those observed in the
presence of 300 mM NaCl indicating that the growth
decrease effect was purely osmotic and not the result
of specific ions present at high concentrations.

Analysis of glutamate, potassium and glucans

Mcasures (1975) obscrved that Gram-negative organ-
isms such as Pseudomonas, Salmonella, Escherichias

Figure 2. TLC of glucans isolated from Azospirillum brasilense Cd
grown in control medium for 24 h (Ianc 1); in treated medium (added
with 300 mM NaCl) for 24 h (lane 2); in control medium for 48 h
(lane 3) and in treated medium for 48 h (lane 4). Arrows indicate the
main alterations observed in the pattern of the treated groups.

and Klebsiella, when subjected to high salinity in
the medium, responded by elevating the intracellular
pools of amino acids, especially glutamate. It has also
been pointed out that elevated levels of salinity present
an environment low in water potential, and the net ef-
fect of this osmotic stress is to remove water from the
cell’s interior, leading to an increase in the intracellular
K* concentration (Measures, 1975). In our study, we
demonstrate that in Azospirillum brasilense Cd, glu-
tamate was increased by approximately 600% at 24
h in the stressed bacteria, but at 48 h there were no
differences between control and stressed bacteria. An
increase of the intracellular K* and glucan contents
was observed at 48 h in the treated group (Table 1),
while the glucan pattern was altered at both times
studied (Figure 2).

It can be assumed that glutamate acts as an os-
molyte in the exponential phase of the growth curve,
while K* and glucans, appear to accumulate later, in
the stationary phase, maintaining in this manner the
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Table 1. Effect of 300 mM sodium chloride on glutamate, potassium and glucan

contents in Azospirillum brasilense Cd

Growth  Conditions  Glutamate

nmoles/mg.protein - nmoles/mg

Potassium Glucans
pg/mg protein

dry cell wt
2k C 79+ 1.1 203.7 £ 50 1104 + 15.6
T 527+ 13.7* 156.9 £ 30 938+ 129
A8h C 35+ 07 210 +14 285 £ 10.1
T 36+ 09 934 £32" 2543+ 41*

C: control; T: 300 mM NaCl. Culturcs were grown with (T) and without NaCl (C)
for 24 and 48 h. The treated group shows a decrease of 66% in the growth at 24 h of
culture, attaining control values at 48 h. Data arc means = S.E. of 3-6 detcrminations.

* p< 0.005; ** p< 0.0005.

Table 2. ODC activity, and putrescine transport and content in Azospirillum brasilense grown in 300 mM Na(l

Growth  Conditions  ODC activity

Putrescine uptake Putrescine efflux

Putrescine content

nmol 14C02/ mg protein/h  nmoles/mg protein  nmoles/mg protein  jg/g peilet

%1 70.8 + 18.3 1424+ 6.8 477+ 14 2837+ 80
h
141+ 2.6 40.3 £ 23.5™* 1.07 + 0.2** 94.1 £ 3.0
e C 374£ 85 22+ 1.2 436 25 1400+ 20
T 8.0+ 3.3* 54.3 £22.8*** 1.07 £ 0.2 109.2 £ 8 1*

C: control; T: 300 mM ClINa. Cultures were grown with (T) and without (C) NaCl for 24 and 48 h. Data are means £ S.E. of

3-6 determinations. * p<0.05; ** p<0.005; *** p<0.0005

cellular turgor and allowing the bacteria to adapt to
the saline conditions.

Polyamine studies

Several studies have demonstrated variations of the
polyamine content in bacteria subjected to differcnt
kinds of stress. In this regard, an increase of these
amines has been found in halophile bacteria (Tabor &
Tabor, 1985). Other authors (Tkanchenko & Chudi-
nov, 1994) suggested that in E. coli osmotic stress
produces a decrease in the intracellular concentration
of putrescine due to its efflux into the medium. Under
our experimental system, the ornithine decarboxylase
(ODC) activity was inhibited by 80% in both 24 and
48 h treated cultures; this enzyme is the first in the
metabolic pathway of the polyamines leading to the
production of putrescine. Thus, the diminution in the
putrescine content, the higher the uptake of this aminc;
the minor efflux is correlated with the inhibition of
ODC activity in treated culture (Table 2).

Rivarola et al. (1992) demonstrated that polyaminces
could reverse the growth inhibitory effects pro-

duced by some chemical stress agents such as 2,4-
dichlorophenoxyacetic acid. Therefore, an experiment
was designed to grow the bacteria in medium supple-
mented with 300 mM NaCl plus 1 mM putrescine.
Under these conditions, the inhibition was not re-
versed, indicating that putrescine does not act as an
osmoprotectant.

In FE.coli, Tkanchenko and Chudinov (1994)
demonstrated the existence of a K*/putrescine antiport
mechanism where the increase of intracellular K* is
accompanied by a decline of putrescine in the cells and
its increase in the environment. In A. brasilense, the
putrescine efflux was not increased, suggesting that in
this case the antiport mechanism was not activated.

On the other hand, Fujihara and Yoneyama (1993)
found that in Rhizobium fredii and Bradyrhizobium
Japonicum homospermidine could maintain the in-
tracellular pH and repair the imbalance caused by
osmotic stress. We did not find this amine in Azospiril-
lum brasilense, neither in the control nor in the treated
cells.
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Figure 3. Electrophoretogram of total (lanes 1 to 4) and periplasmic proteins (lanes 6 to 9) from Azospirillum brasilense Cd grown for 24 h
in control medium (lanes 1 and 6) and in 300 mM treated medium (lanes 2 and 7); for 48 h in control medium (lanes 3 and 8) and in treated
medium (4 and 9). Lane 5: molecular weight standards. Arrows indicate some of the alterations observed in the pattern of the treated groups.

Protein profiles

The analysis of total protein profiles (Figure 3) demon-
strates several changes in the 24 h treated group (lane
2) with respect to the control (lane 1); for example, the
14 kDa protein had disappeared, while the 23 kDa was
evidently diminished. On the other hand, bands 6, 31,
34, 66, 82 and 165 kDa were more pronounced, whilc
the 56 kDa band appeared as a diffused doublet in the
control, and as a single and well defined band in the
treated group. Finally, the 25 kDa band appeared only
in the latter group. After 48 h of culture, the treated
group still displayed some alterations in its protein pat-
tern (lane 4). Thus, the 23 kDa band was diminished,
while the 31 and 34 kDa were increased, and the 56
kDa presented the same appearance as at 24 h. Except
for these changes, the 48 h treated group pattern was
similar to that of the 24 h control. This observation
appears to be related to the growth performance.

With respect to periplasmic proteins, figure 3
shows that in the treated group (lane 7) there arc
many differences with regard to the control (lane 0),
involving mostly low molecular weight proteins; for
example, at 24 h, bands 2, 11, 14, 15, 17, 22, 25, 27,
35, 37, 39,and 42 kDa were diminished, while the 41

kDa band was incrcased. At 48 h, the treated group
pattern remained similar, except that bands 14 and 22
appeared normal (lane 9).

The protein analysis was carried out as a prelimi-
nary study to determine if saline stress induces in A.
brasilense changes in the pattern that could be related
with saline tolerance acquisition. In this sense, it is
indeed necessary to optimize protein separation with
a bidimensional polyacrylamide electrophoresis, and
to focus attention on specific osmotic stress induced
proteins.

Furthermore, periplasmic proteins are possibly in-
volved in the A, brasilense-root interaction (De Mot &
Vanderleyden, 1989). The changes observed in these
patterns could be indicating some interference in that
process. Even glucans, which are also altered in these
conditions, play a key role in bacteria-plant interac-
tion in most species of the family Rhizobiaceae. Thus,
we are studying the mechanism of adsorption and an-
choring of control and treated bacteria to maize and
wheat.

In conclusion, saline stress seems to affect several
cellular functions of Azospirillum brasilense Cd. This
can be seen in the protein profiles, as well as in the en-
zymatic activities studicd. These bacleria tolerated up
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to 300 mM NaCl, rcaching the normal growth values at
48 h of culture. Glutamate, K* and glucans are acting
as osmolytes in these conditions. Further studies are
being carried out to clucidate the genetic mechanisms
involved in this response and to study the effect of the
saline stress on the bacteria-plant interaction.
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Differential gene expression in Azospirillum
brasilense Cd under saline stress

Edgardo Jofré, Viviana Rivarola, Héctor Balegno, and Gladys Mori

Abstract: Previous studies in our laboratory demonstrated that the attachment of Azospirillum brasilense Cd to maize
and wheat roots was altered when the bacteria were grown under saline stress. The aim of this work was to analyze
the interaction when either the plant or both components were exposed to saline conditions. We demonstrated that this
stress altered the early stages of development, in this plant model, leading to an inadequate colonization. The effect of
saline stress on the expression of A. brasilense N, fixation gene promoters was also studied. While nifA expression
was increased in stressed bacteria, nifH transcription was diminished, suggesting an alteration in the NifA activation
process. The induction of the nif gene transcription by root exudates was investigated, and the results suggest that they
could be modulating certain bacterial processes, such as nitrogen fixation. However, stressed bacteria did not respond
to the exudate’s action. This could be related to the modified membrane composition resulting from changes in
proteins, glucans, and capsular, exo- and lipopolysaccharides. We conclude that saline stress alters the Azospirillum
brasilense Cd — maize interaction, the normal colonization, and the nitrogen fixation process.

Key words: Azospirillum brasilense, saline stress, Azospirillum—root interaction, exudates, nif genes.

Résumé : Des études faites dans notre laboratoire ont déja démontré que 1'adhérence d'Azospirillum brasilense Cd aux
racines du mais et du blé se trouvait modifiée lorsque les bactéries étaient cultivées dans des conditions salines
stressantes. Le but de la présente étude était d’évaluer cette interaction lorsque la plante ou les deux composés étaient
soumis a des conditions salines. Dans ce modéle plante~bactérie, nous avons démontré que ce stress par le sel altérait
les premiers stades du développement entrainant ainsi une colonisation inadéquate. Nous avons aussi étudié I'impact
d’un stress salin sur I’expression des génes promoteurs de la fixation de N, chez A. brasilense. Méme si I’expression
du nifA augmentait chez les bactéries stressées, la transcription du nifH diminuait probablement a cause d’un
changement dans le processus d’activation du NifA. Nous avons investigué I'induction de la transcription du géne nif
par des exudats racinaires et ils se sont révélés capables de moduler certains processus bactériens comme la fixation de
I'azote. Par contre des bactéries stressées ne répondaient pas a cette stimulation par un exudat et nous croyons que cela
pourrait étre relié & des modifications de la composition de la membrane reliées a des changements au niveau des
protéines, des glucanes et des exo- et lipopolysaccharides capsulaires. Nous en concluons qu'un stress salin altére
I'interaction Azospirillum brasilence Cd ~ mais, la colonisation normale et le processus de fixation de I'azote.

Mots clés : Azospirillum brasilense, stress salin, interaction Azospirillum-racines, exudats, génes nif.

[Traduit par la Rédaction]

Introduction

Bacteria of the genus Azospirillum exert beneficial effects
on plant growth, increasing the yield of many important
crops (Okon and Labandera-Gonzélez 1994). Azospirillum
spp. fix nitrogen under microaerobic conditions in the ab-
sence of ammonia (Elmerich et al. 1997), but possitive ef-
fects of bacterial inoculation are mainly attributed to
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improved root development and the subsequent increase in
the rate of water and mineral uptake (Okon and Kapulnik
1986). Available evidence indicates that excretion of plant
growth-promoting substances by bacteria is at least partly
responsible for these effects (Bothe et al. 1992; Fallik et al.
1994; Vande Broek and Vanderleyden 1995; Burdman et al.
1997).

Salinity is one of the most important problems in agricul-
ture. There are saline soils in both humid and arid climates
(Reggiani et al. 1994). In Latin America. salt-stressed agri-
cultural land ranges from 400 to 950 million ha (Graham
1991). Previous studies in our laboratory demonstrated that
the attachment of Azospirillum brasilense Cd to maize and
wheat roots was altered when the bacteria were grown under
saline stress (300 mM NaCl) (Jofré et al. 1998). The mecha-
nism of the alteration in the adsorption phase of attachment
appeared to be related to the disappearance of a 100-kDa ex-
ternal membrane protein of the bacteria. while the dimin-
ished efficiency in the anchoring phase of attachment
appeared to be related to a modification in their
polysaccharide composition (Jofré et al. 1998). In those
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studies, plants were grown in control medium and the at-
tachment steps were studied by labelling the bacteria with
methyl [*H]thymidine and measuring the remaining radioac-
tivity on the root after 2 and 12 h.

The objective of the present research was to analyze the
Azospirillum—-maize association when either the plant or
both components were exposed to saline stress. The coloni-
zation and the attachment were studied by utilizing the
fusion of the reporter gene lacZ (B-galactosidase) with the
N,-fixation gene promoter nifA (Liang et al. 1991; Arséne et
al. 1994, Katupitiya et al. 1995).

We also tested the effect of saline stress on the expression
of the A. brasilense N,-fixation gene promoters nifH and
nifA. For this purposc, the model system developed by
Arséne et al. (1994) was utilized since it provides an effi-
cient tool to determine which steps are limiting in the ex-
pression of nitrogen-fixation genes. In addition, it has been
demonstrated that Azospirillum spp. produce changes in root
exudation (Volpin et al. 1996) and vice versa, that exudates
can influence the gene expression in Azospirillum spp.
(Van Bastelaere et al. 1993). Therefore, it was considered of
interest to study the effect of saline stress on the induction
of the transcription of nifH and nifA by root exudates.

Materials and methods

Bacterial strains and growth conditions

Aczospirillum brasilense Cd (ATCC 29710) used in this study
was  kindly supplied by Dr. Johanna Ddébereiner, Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecudria (Embrapa, Brazil). Cells were
maintained and restreaked every 3 weeks on fresh plates of Luria—
Bertani medium, supplemented with 2.5 mM CaCl, and 2.5 mM
MgSO, or on minimal lactate medium (MML) (Dreyfus et al.
1983).

Treated bacteria were grown in 300 mM NaCl because, at that
saline concentration, there was a 66% decrease in the observed
growth at 24 h of culture (logarithmic phase), although treated bac-
teria reached the control bacterium’s maximum growth value at
48 h (stationary phase) (Jofré et al. 1998).

Escherichia coli S17.1, carrying the plasmids pAB576
(nifA-lacZ) and pAB358 (nifH-lacZ), was kindly supplied by
Dr. Ivan Kennedy (University of Sydney, Sydney, Australia).
Escherichia coli strains were grown in Luria—Bertani broth supple-
mented with tetracycline (5 ug-mL™").

Conjugation of reporter genes to Azospirillum

Conjugation was performed between E. coli S17.1 containing
the plasmids and A. brasilense Cd (ATCC 29710) as described by
Vanstockem et al. (1987). Transconjugants were selected on MML
supplemented with tetracycline (5 pg-mL™").

B-Galactosidase activity

The expression of the lacZ gene in transconjugants was mea-
sured as the hydrolysis of o-nitrophenyl-B-galactosidase (Miller
1972: Katupitiya et al. 1995). The protein content of the samples
was determined as described by Bradford (1976).

Cultivation of maize seedlings and preparation of roots
and root exudates

Seeds of Zea mays cv. “Funk’s Tronador G422T” were surface
sterilized and germinated as previously described (Jofré et al.
1996; Jofré et al. 1998). Individual seedlings growing from sterile
seeds were aseptically transferred to cotton-plugged 200 x 22 mm

Can. J. Microbiol. Vol. 44, 1998

glass tubes containing 30 ml of Marin-Prével-Charpentier—
Lavigne (MPCL) medium (Lavigne 1987) alone (control plants)
and supplemented with different concentrations of NaCl (100, 200,
250, and 300 mM). MPCL medium contains the following per
litre: 1.64 g Ca(NO;),-4H,0, 202 mg KNO,. 348 mg K,SO,.
480 mg MgSO,7H,0, 480 mg NH,NO,, 296 mg KCI, 408 mg
KH,PO,, 8.07 mg NaFe(IIDEDTA, 344 mg H;BO; 6.5 mg
MnS0O,4-2H,0, 8.5 mg ZnSO47H,0. 3.6 mg CuSO,5H,0. and
1.8 mg Na,MoO4-2H,0. The tubes were placed in a growth cham-
ber with a light intensity of 200 microeinsteins-m™2-sec™’, 16 h
light : 8 h dark cycle, at a constant temperature of 23°C and a rela-
tive humidity of 80%. Once we determined the effect of the differ-
ent NaCl concentrations on plant growth, we decided to carry out
the subsequent analysis with 200 and 250 mM NaCl (treated
plants). The growth medium was collected after 2 weeks, freeze
dried, resuspended in distilled water at a 10-fold concentration, di-
alyzed, sterilized by filtration, and used as root exudates.

Colonization of maize roots

Seeds were surface sterilized and germinated as above. Sterile
seedlings were transferred to MPCL medium without nitrogen and
supplemented with 0.1% fructose (control plants) and 200 or 250 mM
NaCl (treated plants). After 1 week of growth. the hydroponic so-
lution was inoculated with | mL of control or treated bacterial cul-
ture at ODgy = 1 (approximately 5.9 x 10 and 5.4 x 108 cfu-mL"',
respectively) containing the nifA—lacZ fusion and grown in MML.
Inoculum density was 6 x 10° cfu per plant and 2 x 10° cfu-mL-!
of hydroponic solution.

Three weeks after inoculation, roots were taken from seedlings
and stained using a modification of the protocol of Boivin et al.
(1990) as described by Arséne et al. (1994). Roots were fixed in
1% glutaraldehyde solution and the B-galactosidase activity was re-
vealed by staining with X-gal solution. After staining, specimens
were washed twice in Z buffer (Miller 1972). followed by water,
and examined. Uninoculated plant tubes were routinely included as
controls.

Analyses were carried out with four plants per group, and any
differences in the colonization patterns among the plants of each
group were noted.

Adsorption of bacteria to maize roots

A single colony of the transconjugants carrying nifA-lacZ from
a fresh stock plate was inoculated into 10 mL MML supplemented
with 5 pg-mL™" tetracycline (control bacteria) and 300 mM NaCl
(treated bacteria). Cultures were grown aerobically in a rotatory
shaker to an ODgqq of 1.0.

The entire root system from 15-day-old maize control plants and
plants grown in 200 mM NaCl was cut and placed individually in
sterile test tubes containing 9 mL of MPCL control medium or me-
dium supplemented with 200 mM NaCl. An aliquot of 1 mL of the
control or treated bacterial culture was added to the tubes contain-
ing a maize root (pH 7). The following three treatments were car-
ried out: (i) control seedling, control bacteria, and control
adsorption medium; (ii) treated seedling (200 mM NaCl), control
bacteria, and control medium; (iii) treated seedling (200 mM
NaCl), treated bacteria (300 mM NaCl), and treated medium
(200 mM NaCl).

After a 2-h incubation in a rotatory shaker at 30°C and 50 rpm,
the bacterial suspensions were decanted. Roots were ground in
2 mL of Z buffer devoid of B-mercaptoethanol, and the procedure
described by Arséne et al. (1994) was followed to determine the
B-galactosidase activity remaining on the roots. The total number
of experiments was four, and each experiment was carried out with
three or four roots per treatment.
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Fig. 1. Six-day-old Zea mays seedlings growing in different concentrations of NaCl (0, 250, and 300 mM). Seedlings grown in

200 mM NaCl were similar to those grown in 250 mM NaCl.

MPCL plus 250 mM NaCl

Induction of the transcription of nifH and nifA in
A. brasilense by maize root exudates

A single colony of the transconjugants carrying nifA-lacZ or
nifH-lacZ from a fresh stock plate was inoculated into 10 mlL
MML supplemented with 5 pg-mL™" tetracycline (control bacteria)
and 300 mM NaCl (treated bacteria). Cultures were grown aerobi-
cally in a rotatory shaker to an ODyg, of 1.0, centrifuged and sus-
pended as follows, for a total of six experimental groups:
(i) control bacteria plus N-free MML; (ii) control bacteria plus
control root exudate; (iii) control bacteria plus treated root
exudate; (iv) treated bacteria plus N-free MML; (v) treated bacteria
plus control root exudate; (vi) treated bacteria plus treated root
exudate. After 4 h of incubation at 30°C and 150 rpm, the suspen-
sions were centrifuged, Z buffer was added, and the activity of
B-galactosidase was measured as above.

Statistical analysis

Each experiment was repeated at least four times. Results were
analyzed using one-way ANOVA, with the means evaluated for
significance using the least significant difference test at p < 0.01
and p < 0.05.

Results and discussion

Effect of saline stress on growth of Zea mays and root
colonization

The main purpose of this experiment was to evaluate the
effects of different concentrations of NaCl on the dynamics
of Zea root growth, which is a controversial topic in the lit-
erature. For example, a review paper on whole plant rc-
sponse to salinity by Munns and Termaat (1986) stated that
root growth is less affected than shoot growth by increasing
salinity. In contrast, Shalhevet et al. (1995) concluded that
soybean and maize-root elongation is more sensitive to sa-
linity than shoot elongation. However, it is difficult to com-
pare these conflicting results because of the different units
utilized to define salinity; some researchers measure the os-

-

" MPCL plus 300 mM \a(!

o

motic potential of the growth medium, others, the electrical
conductivity. In our study, maize could tolerate up to
250 mM NaCl (osmolarity, ~1.085 MPa). Figure |1 shows
the development of six-day-old plants in MPCL medium. At
300 mM NaCl (osmolarity, —~1.277 MPa), seedlings dis-
played very deficient shoot and root development without
lateral roots and hence, a reduced possibility of interaction
with bacteria. At 250 mM NaCl, although there was an evi-
dent difference in the growth with respect to control plants,
the root expansion was already present, enhancing the possi-
bility of bacterial colonization. Similar results were obtained
with 200 mM NaCl, with even greater root expansion
(Fig. 2-1V). In light of this finding, we decided to carry out
the subsequent analysis with 200 and 250 mM NaCl concen-
trations in the plant medium.

Figure 2 shows the results of the inoculation of control
and stressed plants with control and stressed bacteria.
Uninoculated control seedlings presented normal root devel-
opment but, when inoculated with either control bacteria
(Fig. 2-II) or treated bacteria (Fig. 2-11I), they exhibited a
higher number of lateral roots, with an increase in the den-
sity and length of root hairs. As expected, inoculated treated
plants grown either in 200 or 250 mM NaCl presented a
better radical expansion than the uninoculated treated plants
(Fig. 2-1V and VII). However, the difference is evident be-
tween the seedlings grown in 200 mM NaCl and those
grown in 250 mM NaCl inoculated with control bacteria
(Fig. 2-V and VIII) and also between this group (Fig. 2-V)
and the one inoculated with treated A. brasilense (Fig. 2-VI),
in the sense that there is a greater radical expansion in the
group inoculated with control bacteria (Fig. 2-V). Fibrillar
material stuck to the roots, mainly to the lateral ones, in all
the inoculated samples.

It is worth mention that the number of A. brasilense Cd
(ATCC 29710) grown in Luria—Bertani medium at an ODg,
of 1.0 was 1.4 x 10® bacteria-mL™", as determined by plating
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Fig. 2. Maize seedlings grown in MPCL without nitrogen and supplemented with 0.1% fructose (I, II, and III) and 200 mM NaCl (IV,
V. VD) or 250 mM NaCl (VII, VIII, IX). Uninoculated (I, 1V, VII); 21 days after inoculation with control Azospirillum brasilense Cd
(I1. V., VIII); after inoculation with Azospirillum brasilense Cd grown in 300 mM NaCl (III, VI, IX). For details see Materials and
methods.

(Jofré et al. 1998). In this study, the bacteria contained
the nifA-lacZ fusion and were grown in MML. This may
have caused the lower density of 5.9 x 10° cfu-mL~!. How-
ever, the inoculation level used was 10° cfu-mL~', which is
the optimal bacterial level for influencing plant roots
(Bashan, 1986).

Colonization was examined on the 21st day postinocu-
lation. After staining, root-colonizing bacteria were detected
as blue zones on the root surface (Fig. 3). Uninoculated
roots remained white. In the control seedlings inoculated
with either control or treated bacteria (Fig. 3-II and III),
the colonization patterns were similar, with bacteria local-
ized mainly in the upper parts of the root system. The stain-
ing was less intense and scattered in the 200-mM-treated
seedlings inoculated with control bacteria (Fig. 3-V) and al-
most absent in the group inoculated with treated bacteria
(Fig. 3-VI). The results with plants grown in 250 mM were
similar.

Root colonization by Azospirillum spp. is perhaps the best
described and well-known part of this plant—microbe interac-
tion (Patriquin et al. 1983; Bashan and Levanony 1988,
Bashan and Levanony 1989q; Bashan and Levanony 1989b;
Levanony and Bashan 1989; Bashan et al. 1991). In this
study, the rationale for the in situ detection of bacteria asso-
ciated with corn roots under saline conditions was to have
preliminary qualitative results; these are, later in this paper,
related to a quantitative assay of P-galactosidase activity.
Staining with X-gal, which becomes a blue colour when hy-
drolyzed by the enzyme B-galactosidase, readily enabled vi-
sualization of Azospirillum cells bearing the lacZ plasmid in
the root system (Katupitiya et al. 1995). This technique pro-
vides a simple means of recognition of bacteria in situ. Nev-
ertheless, owing to the limitation of the lacZ gene technology
and the selected plant model, further colonization studies
could be done using, for example, immunotechniques
(Schloter et al. 1992) and salt-tolerant plants, like cowpea,
sorghum, or a salt-tolerant corn cultivar.

Vil Vil

Adsorption and anchoring of A. brasilense Cd to maize
roots of plants grown under saline stress

The extent of attachment of A. brasilense Cd to maize
roots was estimated by the assay of B-galactosidase activity,
which is correlated to the number of bacteria associated with
the root system (Pereg et al. 1996). Table 1 shows that the
bacterial adsorption was significantly diminished with re-
spect to the control group (described in Materials and meth-
ods). We have previously demonstrated that bacteria grown
under saline stress conditions failed to interact properly with
control plant roots (Jofré et al. 1998). The present results
demonstrated that saline stress not only altered the bacteria,
but also affected the early stages of plant development, lead-
ing to an inadequate colonization. Even when the studies of
adsorption were carried out with control bacteria in a control
medium, the interaction was impaired; the same occurred
when the stressed bacteria interacted with a control root in
control medium (Jofré et al. 1998), demonstrating that the
interaction of bacterium and plant was damaged by saline
stress from the initial stages of growth. On the other hand,
the assay of B-galactosidase activity proved to be a very ade-
quate method for studying the attachment to the root. Al-
though the visual detection of bacterial cells already showed
a failure in the colonization of stressed plants, the enzymatic
assay allowed us to specifically quantify the presence of the
bacteria adhered to the root.

Effect of the saline stress on the expression of nifA and
nifH in A. brasilense and its induction by maize root
exudates

Nitrogenase is a complex enzyme consisting of two com-
ponents, a reductase, or Fe-protein, and a nitrogenase, or
Fe-Mo-protein. Biological nitrogen fixation is a demanding
high-energy process and is therefore subjected to elaborate
control in all diazotrophs. In this sense, Azospirillum has
complicated systems to control nitrogen fixation in response
to environmental conditions (Zhang et al. 1997; Elmerich et
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Fig. 3. In situ detection of B-galactosidase activity on maize roots. I, uninoculated control; 11, control roots 21 days after inoculation
with control bacteria (nifA-lacZ); 111, control roots inoculated with stressed bacteria (nifA~lacZ); 1V, uninoculated roots from a seedling
grown in 200 mM NaCl; V, roots from a seedling grown in 200 mM NaCl inoculated with control bacteria (nifA-lacZ); VI, roots from

al. 1997); and it is exerted both at the level of nitrogenase
synthesis and activity (Vande Broek and Vanderleyden
1995).

Table 2 shows the B-galactosidase activity as an expres-
sion of the nifA-lacZ fusion of A. brasilense in the presence
of air. Under saline stress, bacteria exhibited a higher ex-
pression than the control group. However, under a
microaerobic atmosphere, the expression of the nifH-lacZ
fusion was significantly diminished in stressed bacteria
(Table 3). Liang et al. (1991, 1992) demonstrated that a
nifA-lacZ fusion was expressed from its own promoter, not

only under conditions favorable for nitrogen fixation. but
also in the presence of ammonia and (or) air. Since the pres-
ence of oxygen and ammonia is not compatible with nitro-
gen fixation or with the expression of the nifH-lacZ fusion,
it has been proposed that the nifA product is synthesized in
an inactive form under these conditions (Liang et al. 1991).
Thus, in the results shown in Table 2, NifA was inactive. In
Table 3, the control group showed a normal expression of
nifH-lacZ fusion; in this experiment, NifA (the regulatory
protein necessary for the expression of nifH) was active.
These results suggest that there is an alteration in the activa-
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Table 1. Attachment of Azospirillum brasilense Cd
to maize roots under saline stress.

Treatment Adsorption?
ccc 7.7120.94°
TCC 2.52+1.01¢
TTT 4.53+0.22°¢

Notes: Values are the means + SE of 5 experiments (34
roots per treatment in each experiment). CCC, control
seedling, control bacteria, control medium; TCC, treated
seedling (200 mM NaCl), control bacteria, control medium;
TTT, treated seedling (200 mM NaCl), treated bacteria
(200 mM NaCl), treated medium (200 mM NaCl).

“B-Galactosidase activity expressed in Miller units per
minute per milligram of plant protein.

b dentical superscript letters indicate that there are no
statistical differences between the compared groups at
p < 0.05.

Table 2. 8-Galactosidase activity of nifA-lacZ fusion
of Azospirillum brasilense Cd and the induction by
Zea mays exudates.

Activity (Miller

Treatment units-min~'-mg protein~')
C 514.09+22.23°

C-Exc 657.73£83.45°

C-Exy 707.2156.88b

T 696.74+63.89%

T-Exc 798.10+58.85¢

T-Exy 772.41£13.96¢

Notes: Values are the means + SE of 4 experiments.
Cultures were grown at ODgy, = 1. Incubation time under
air was 4 h. Identical superscript letters indicate that there
are no statistical differences between the compared groups
at p < 0.05. C, control bacteria; C-Ex, control bacteria plus
control exudate; C-Exy, control bacteria plus treated
exudate; T, treated bacteria; T-Exc, treated bacteria plus
control exudate; T-Ex;, treated bacteria plus treated exudate.

tion of this protein in the stressed bacteria. Moreover, the
higher production of inactive NifA in this group (Table 2)
could be a compensation of a modified feedback. In regard
to this point, it has been suggested that in A. brasilense,
NifA activity is posttranslationally controlled by the PII pro-
tein in response to the cellular nitrogen status (Vande Broek
and Vanderleyden 1995). Further studies on the properties of
this protein are necessary but, from this experiment, we may
conclude that A. brasilense Cd would be less capable of fix-
ing nitrogen under these experimental conditions.

On the other hand, Van Bastelaere et al. (1993) demon-
strated that gene expression in Azospirillum is influenced by
the presence of plant root exudates. Taking this into account,
we decided to study the induction of the transcription of
N,-fixation gene promoters by measuring the -galactosidase
activity in bacteria incubated in the presence or absence of
control and treated exudates. Previously, different exudate
concentrations and incubation times were tested to standard-
ize the experimental conditions. Figure 4 shows that the op-
timal exudate concentration was 10-fold and the optimal
incubation time, 4 h. This study was done with all of the
treatments. Either control or treated exudates induced a
higher expression of the nifA—lacZ fusion in control bacteria,
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Table 3. B-Galactosidase activity of nifH-lacZ
fusion of Azospirillum brasilense Cd and the
induction by Zea mays exudates.

Activity (Miller

Treatment units-min~'-mg protein~!)
C 756.89+114.07¢

C-Exc¢ 876.28+70.35°

C-Exy 970.84+97.307

T 179.43+30.50"

T-Exc 216.52+29.32°

T-Ext 239.86+79.90%

Notes: The values are the means + SD of 34 roots per

treatment. Cultures were grown at an ODy,, = 1. Incubation

time was 4 h in MML medium without ammonia under
microaerobic conditions (99.5% Ar and 0.5% O,). Identical
superscript letters indicate that there are no statistical
differences between the compared groups at p < 0.05.

C, control bacteria; C-Exc, control bacteria plus control
exudate; C-Exp, control bacteria plus treated exudate;

T, treated bacteria; T-Exc., treated bacteria plus control
exudate; T-Exr, treated bacteria plus treated exudate.

Fig. 4. B-Galactosidase activity of Azospirillum brasilense Cd
containing the nifA-lacZ fusion grown at ODg, = 1 at different
incubation times (4 and 8 h) demonstrating the effect of Zea
mays exudates proceeding from control seedlings (C) to 5-, 10-,
and 20-fold concentrated exudates.
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but they did not significantly enhance it in stressed bacteria
(Table 2). These results support the idea that the exudates
might be involved in the modulation of certain bacterial pro-
cesses, such as nitrogen fixation. Thus, in control bacteria,
they induced the expression of nifA, leading to a higher pro-
duction of NifA that, once activated, promoted the expres-
sion of nifH. When the bacteria carried the nifH-lacZ fusion,
under microaerobic conditions, root exudates did not in-
duce further activity in either the control or stressed group
(Table 3).

The absence of response to exudates in treated bacteria
could be correlated with the alterations observed in the ex-
ternal membrane protein pattern and in capsular, exo-, and
lipopolysaccharides (Jofré et al. 1998). In relation to this,
Schloter et al. (1994) and Michiels et al. (1990), among others,
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have demonstrated the importance of surface polysaccha-
rides (exo- and lipopolysaccharides), major components of
the external membrane of Azospirillum spp., for membrane
stability, cell permeability, and for the interaction with other
organisms and the environment. On the other hand, Dufréne
and Rouxhet (1996) investigated the surface composition of
A. brasilense during growth in rich medium in relation with
physicochemical properties and cell adhesiveness. The mod-
ifications produced by the saline stress on Azospirillum’s
chemical composition may have hindered the response to the
external signal produced by the exudates.

It has been demonstrated that root exudates are involved
in plant-bacterial interactions. They not only affect nitrogen
fixation but also attachment (Gafni et al. 1986; Bashan and
Levanony 1989), and further studies are in progress to inves-
tigate their influence on Azospirillum spp. gene expression
under saline conditions.

In conclusion, saline stress altered the Azospirillum
brasilense Cd — Zea mays interaction not only through bac-
terial chemical modifications (Jofré et al. 1998), but also
through affecting plant development, with impairment in the
adsorption attachment stage. The expression of the nif gene
was also modified, so that bacteria were less capable of fix-
ing atmospheric nitrogen under these experimental condi-
tions. The stressed bacteria were unable to respond to the
plant exudate induction as they do under normal conditions,
possibly owing to the severe alterations described.
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