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RESUMEN

El género Azospirillum pertenece al grupo de las rizobacterias promotoras del
crecimiento vegetal, que mejoran el crecimiento de varias plantas de
importancia econdmica, tal como el trigo. Las rizobacterias inducen cambios en
los procesos metabdlicos de la planta que conducen a cambios en la
arquitectura del sistema radical. Uno de los primeros procesos que es afectado
durante la interaccién planta-microorganismo, es la produccion de especies
reactivas de oxigeno. Estas moléculas estan involucradas en varios procesos
biol6gicos como el crecimiento, desarrollo, sefializacion y defensa. Por lo tanto,
los niveles son estrictamente mantenidos por sistemas antioxidantes. En este
trabajo, la produccion de anion superoxido fue analizada durante la interaccion
trigo-Azospirillum, asi como algunas actividades enziméticas antioxidantes
como la superoxido dismutasa y peroxidasa. Encontramos que Azospirillum
reduce la longitud de la raiz de trigo; incrementa la formacion de raices
laterales y pelos radicales. La concentracion de anion superéxido en el
meristemo de la raiz disminuye durante la interaccion, probablemente debido a
la alta actividad de las superoxido dismutasas y peroxidasas presentes en esta
region. El tratamiento con &cido indol acético mimetiza los efectos inducidos
por Azospirillum. Por otro lado, las plantas tratadas con cloruro de lantano (un
inhibidor de canales de calcio) disminuyen la produccién raices laterales,
sugiriendo que el calcio es involucrado en su formacién inducido por
Azospirillum. En base a nuestros resultados, concluimos que Azospirillum
modifica la concentraciéon de anién superdoxido en el meristemo de la raiz a

través del incremento de la actividad de enzimas antioxidantes.

Palabras clave: Interaccion, Especies reactivas de oxigeno, Antioxidantes,

Calcio, Raiz.
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SUMMARY

The genus Azospirillum belongs to the plant growth-promoting rhizobacteria,
which improves the growth of several economic important plants, such as
wheat. Rhizobacteria induce changes in metabolic processes of the plant
leading to changes in the architecture of the radical system. One of the first
processes which is affected during plant-microorganism interaction is the
reactive oxygen species production. These molecules are involved in several
biological processes as growth, development, signaling and defense. Therefore,
levels are maintained strictly by antioxidants systems. In this work, the
production of superoxide anion was analyzed during wheat-Azospirillum
interaction, as well as some antioxidative enzyme activities like superoxide
dismutase and peroxidase. We found that Azospirillum reduces the length of
wheat root; increase the formation of lateral roots and root hairs. The
concentration of superoxide anion in the root meristem decreases during the
interaction, probably due to the high activity of the superoxide dismutases and
peroxidases present in this region. Treatment with indol acetic acid mimics the
effects induced by Azospirillum. Moreover, plants treated with lanthanum
chloride (an inhibitor of calcium channels) decrease lateral roots production,
suggesting that calcium is involved in its formation induced by Azospirillum.
Based on our results, we conclude that Azospirillum modify the superoxide
anion concentration in the root meristem through the increase of the

antioxidative enzymes activity.

Keyword: Interaction, Reactive oxygen species, Antioxidants, Calcium, Root.
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I. INTRODUCCION

Las plantas son un grupo diverso de organismos con diferentes adaptaciones a
una multiplicidad de condiciones medioambientales. Como organismos sésiles,
las plantas interacttan con wuna gran diversidad de organismos Yy
microorganismos de manera positiva 6 negativa. Esta interaccion tiene lugar en
la parte aérea asi como en la rizésfera, una pequefia porcion del suelo que
rodea la raiz de una planta, cuya caracteristica depende de los exudados de la
raiz (Cardon et al., 2007).

Dentro de las interacciones positivas, existen microorganismos mejor
conocidos como rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR: por
su siglas en ingles), que mejoran el crecimiento de las plantas. Las PGPR
tienen la capacidad de fijar el nitrégeno atmosférico o secretar fitohormonas
como parte de su metabolismo natural. La utilizacion de bacterias benéficas
como el género Azospirillum en las practicas agricolas modernas, han abierto
un sin namero de posibilidades para la promocién directa del crecimiento
vegetal y el control biolégico de enfermedades. Las plantas inoculadas con
Azospirillum mejoran su crecimiento, promoviendo mayor formacion de raices
laterales y pelos radicales lo que les permite mayor superficie para la absorcién
de agua y nutrientes (Spaepen et al.,, 2008; 2014). Ademas, este tipo de
microorganismos se consideran amigables para el ambiente al implicar una
menor necesidad de fertilizacion quimica y reduccién en el uso de pesticidas,
disminuyendo asi los costos de produccion (Creus et al., 2008). Para que las
bacterias puedan mejorar el crecimiento vegetal, deben colonizar eficazmente
el sistema radical de la planta. Se sabe que durante los primeros minutos de la
interaccidn entre plantas y microorganismos, un didlogo molecular toma lugar
en la rizésfera y en la superficie celular, que involucra varias moléculas sefales
dando como resultado una interaccion fisica (Nanda et al., 2010). De acuerdo a
lo anterior, las especies reactivas de oxigeno (ERO) y el calcio como moléculas
de sefializacién en la planta, juegan un papel importante durante la interaccién,
modulando diversos procesos bioldgicos como crecimiento, desarrollo, defensa
y respuestas a estrés (Foreman et al., 2003; Miller, 2009; Swanson y Gilroy,
2010; Torres, 2010).
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El sistema de interaccibn Rhizobium-leguminosa es el mas conocido. Dicho
proceso involucra un dialogo molecular entre los dos organismos, en donde la
raiz de las leguminosas secretan flavonoides que inducen la expresién de
genes de nodulacion bacterial, que codifican para proteinas implicadas en la
sintesis y secrecion de lipoquitooligosacaridos llamados factores Nod (Haag et
al., 2013). La sefial de los factores Nod es percibida por la planta, induciendo
varias respuestas en la raiz, tales como el intercambio de iones, alcalinizacion
citoplasmica, oscilacion del calcio citosolico y de las especies reactivas de
oxigeno y expresion de genes que conducen a la invasion bacterial y formacion
de nodulos (Cardenas et al., 2000, 2008; Haag et al., 2013). Céardenas et al.,
(2008), demostraron que los pelos radicales tratados con factores Nod, sufren
un incremento en la concentracién de especies reactivas de oxigeno en la parte
apical de estas células y este regresa a su estado basal después de 3 min.
Esta oscilacion en los niveles de las especies reactivas de oxigeno podria ser
una sefial para distinguir a las bacterias benéficas de las patégenas. Por otra
parte, la concentracion del calcio también se modifica durante la interaccion. A
los pocos segundos del reconocimiento de los factores Nod, se presenta una
oscilacion en la concentracion del calcio en el nucleoplasma y citoplasma
asociado al nucleo son inducidos, que a su vez induce la expresion de genes
llamados nodulinas (Haag et al., 2013). Sin embargo, la relacion entre ERO y
calcio durante diferentes tipos de estrés e interaccion planta patégeno aun se
esta dilucidando (Steinhorst y Kudla, 2013; Dubiella et al., 2013; Gilroy et al.,
2014).

En plantas, las ERO participan en procesos bioldgicos tales como crecimiento,
desarrollo, ciclo celular, muerte celular programada y respuestas a estrés
biético y abidtico. La atenuacion en la produccién de ERO por la mutacion de
una NADPH oxidasa en Arabidopsis thaliana, conduce al descenso en la
formacion de pelos radicales (Foreman et al., 2003). Por lo tanto, se ha
concluido que las ERO regulan la arquitectura del sistema radical de una

planta.

Un resultado contradictorio a lo mencionado anteriormente, fue el obtenido por
Lohar et al., (2007), donde observaron un decremento en la produccién de

ERO en M. truncatula en respuesta a factores Nod. Sin embargo, estos

2
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resultados fueron obtenidos varios minutos después de la adicion de los
factores Nod. No obstante, los niveles de ERO deben de estar estrictamente
controlados para una buena asociacidbn con los microorganismos y en el
desarrollo de las plantas. Los niveles de ERO son mantenidos por una gran
cantidad de enzimas, entre los que se encuentran, las superéxido dismutasas y
peroxidasas (Mittler et al., 2004). El incremento en la actividad de estas
enzimas en las plantas, es esencial para la regulacion intracelular de ERO
durante el establecimiento de la interaccion con las bacterias y posterior a ella,

regulando el desarrollo.

En base a los estudios antes mencionados, se podria pensar que durante la
interaccion planta-microorganismo se modifica la concentracion de ERO en la
planta y sus niveles son regulados por sistemas antioxidantes que mantienen la

concentracion adecuada para un buen desarrollo.

La mayoria de los estudios realizados sobre la produccion de ERO, calcio y
sistemas antioxidantes, se han realizado en el modelo Rhizobium-leguminosa.
Donde la bacteria induce la formacién de un nuevo 6érgano conocido como
ndédulo, el cual lleva a cabo la fijacién del nitrégeno. Sin embargo, escasamente
se conoce sobre los mecanismos moleculares durante la interaccion de una
bacteria de vida libre y una planta que no forme nédulos, como es el caso de la
interaccion Azospirillum-trigo. Los analisis bioquimicos y moleculares sobre
esta asociacion son pobremente conocidos. Spaepen et al., (2014),
demostraron que Azospirillum induce cambios en la expresion de genes
relacionados a defensa y hormonas, asi como genes relacionados a la
formacién de la pared celular en Arabidopsis thaliana. Ademas ellos observaron
que la bacteria mutante en la produccién de &cido indol acético no induce estos
cambios. Los autores concluyen que las auxinas producidas por Azospirillum
son factores importantes durante la interaccion planta-Azospirillum, y

posiblemente en otras interacciones planta bacteria.

Debido a la escasa informaciéon sobre la bioquimica de la asociacion
Azospirillum-trigo, en el presente estudio se investigara el papel que juegan las
especies reactivas de oxigeno, especificamente el anion superoxido durante la

interaccion y la actividad de los sistemas antioxidantes como las superoxido
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dismutasas y peroxidasas que regulan los niveles de estas moléculas. Ademas,
analizaremos la importancia del calcio en la formacion de las raices laterales

inducida por Azospirillum.
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[I. ANTECEDENTES

2.1. Interaccion planta-bacteria

Las plantas como organismos sésiles interactian con una gran variedad de
factores bidticos y abidticos. En estos ultimos tenemos a la incidencia de la luz,
pH del suelo, la temperatura, la salinidad, la disponibilidad de agua y nutrientes,
entre otros. En los factores bidticos se presenta la interaccion de la planta con
microorganismos U organismos superiores, que afectan su crecimiento y
desarrollo (Fig.1). Debido a que las plantas son organismos autétrofos con
capacidad de fijar el CO2 atmosférico y sintetizar un gran numero de
compuestos carbonados, representan la mayor fuente de carbono, nitrégeno y
energia para los microorganismos heterétrofos (Badri et al., 2009). Como bien
sabemos, las plantas y los microorganismos como las bacterias han coexistido
durante millones de afios en la tierra. Como un resultado de éste fendmeno, las
bacterias han desarrollado relaciones benéficas y perjudiciales con las plantas.
El sistema radical, tradicionalmente conocido como un medio de anclaje,
captacion de nutrientes y agua, es un sistema que media numerosas
interacciones. Estas incluyen asociaciones mutualistas con microbios
benéficos, tales como rhizobia, micorrizas, endofitos, rizobacterias promotoras
del crecimiento vegetal (PGPR, por sus siglas en ingles), interacciones

parasiticas con otras plantas, bacterias patdogenas y herbivoros.



QB UMSNH

Factores abidticos

Hongos , Bacterias, Virus Insectos, Nematodos

A s
<

Positivo { Negativo J

Fig. 1. Interaccidon planta-(micro) organismo. Las interacciones afectan de diferente
manera el desarrollo de las plantas. Los factores abidticos son: pH del suelo, incidencia
de luz, estrés hidrico, temperatura, entre otros.

2.2. Rizosfera

Una de las zonas de gran interés para la interaccién planta-microorganismo es
conocida como la rizésfera, un centro de actividades fisicas, quimicas y
biolégicas con apenas 1 mm de espesor, que rodea la arquitectura del sistema
radical de una planta (Cardon et al., 2007). En afios recientes, la definicion de
rizosfera ha sido redefinida para incluir tres zonas que son especificadas en
base a su relativa proximidad e influencia sobre la raiz: i) La endorizosfera
incluye porciones del coértex y endodermis donde los microbios y cationes
pueden ocupar el espacio libre entre células (espacio apoplastico); ii) El
rizoplano es la zona media directamente adyacente a la raiz, que comprende la
epidermis de la raiz y el mucilago; iii) La zona mas exterior es la ectorizsfera,
gue se extiende desde el rizoplano hacia el suelo. Como puede verse, debido a
la complejidad y diversidad del sistema radical de la planta, la rizésfera no es
s6lo una region de tamafo y forma definida, sino ademas, consiste de un
gradiente de propiedades quimicas, fisicas y biolégicas que cambian tanto
radial como longitudinalmente a lo largo de la raiz. Se ha estimado que sobre el
10-40% del carbono fijado fotosintéticamente por la planta, es liberado en

forma organica e inorganica que en conjunto son llamados rizodepdsitos,
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siendo las primeras las mas variadas y las que influencia mas en los procesos
biolégicos dentro de la rizésfera. Los compuestos organicos liberados, pueden
dividirse en compuestos de alto peso molecular que no son facilmente usados
por microorganismos (mucilago y celulosa) y los de bajo peso molecular, que
son mas diversos y un amplio rango de funciones y son generalmente
categorizados en &acidos organicos, aminoacidos, proteinas, azucares, fenoles

y otros metabolitos secundarios (McNear Jr, 2013).

Los rizodepdsitos hacen de la rizosfera un nicho deseable para la proliferacion
de una gran cantidad de comunidades microbianas. Por lo tanto, la rizosfera
puede albergar de 10'°-10%? células por gramo de suelo rizosférico. La relacién
rizosfera-microorganismo que ha recibido mas atencion incluye la Rhizobium-
leguminosa, asociaciones con hongos micorrizicos y rizobacterias promotoras

del crecimiento vegetal, que abordaremos en la siguiente seccion.

TRENDS in Microbiology

Fig.2 Rizésfera. Representacion de los componentes de la rizésfera. 1: Suelo. 2:
Rizosfera. 3: Rizoplano. 4: Raiz lateral en emergencia. 5: Periciclo. 6: Cortex. 7:

Epidermis
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2.3. PGPR

Los microorganismos que colonizan la rizosfera pueden ser clasificados de
acuerdo a su efecto sobre las plantas, en patdgenos y benéficos. Entre los
microorganismos que habitan en la rizosfera, varias especies de bacterias,
conocidas como rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPRS),
son capaces de promover el crecimiento vegetal. Algunas PGPRs promueven
el crecimiento de la planta directamente por producir y secretar sustancias que
estimulan el crecimiento vegetal (auxinas, citocininas, giberelinas), por
suplementar a las plantas de macro y micro elementos, por la fijacion biolégica
de nitrogeno (diazotrofos) y/o solubilizacion del fosforo, entre otros procesos
(Saharan y Nehra, 2011). Otras rizobacterias, como Bacillus subtilis, B.
amyloliquefaciens y Enterobacter cloacae, promueven el crecimiento vegetal al
liberar compuestos volatiles como el 2,3-butanediol y acetoina (Lugtenberg vy
Kamilova, 2009). También se ha demostrado que las rizobacterias benefician el
crecimiento de la planta a través de efectos indirectos, principalmente
asociados con la reduccién del dafio causado por patdgenos, debido a la
activacion de la resistencia sistémica inducida en la planta (Van Loon, 2007;
Lugtenberg y Kamilova, 2009). La resistencia sistémica inducida (ISR), es
manifestada como una reduccién del dafio provocado por patdgenos en toda la
planta. La ISR es efectiva contra un amplio espectro de patdgenos y puede
sobrelaparse de alguna manera con la resistencia sistémica adquirida (SAR),
inducida por patégenos. Tanto la ISR y la SAR representan un estado de
resistencia basal de las plantas que depende de la sefializacion del acido

jasmonico, etileno y acido salicilico respectivamente (Van Loon, 2007).

Varios géneros de bacterias como Pseudomonas, Azospirillum, Azotobacter,
Klebsiella, Enterobacter, Alcaligenes, Arthrobacter, Burkholderia, Bacillus y
Serratia han sido reportados que incrementan el crecimiento de las plantas
(Saharan y Nehra, 2011). Actualmente, algunos de estos géneros se estan

comercializando como inoculantes de biocontrol, biofertilizantes, bioinoculantes
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para mejorar el rendimiento del cultivo en campo, reducir la contaminacién y los

gastos por fertilizantes a base de compuestos nitrogenados.

Un ejemplo claro es la aplicacion de A. brasilense en cultivos de importancia
econdmica como el maiz, trigo y sorgo para mejorar el rendimiento de estas
plantas. Azospirillum posee una gran cantidad de cualidades para ser
considerado como PGPR y es uno de los biofertilizantes mas usados en todo el
mundo. Por lo tanto, se describira a continuacién algunos de los aspectos de

Azospirillum.

2.4 Azospirillum
2.4.1 Taxonomia

Azospirillum pertenece a la subclase a-proteobacteria, que alberga un gran
namero de bacterias simbiontes asociadas a plantas. Azospirillum sp, ha sido
aislado en todo el mundo colonizando la rizosfera de muchas gramineas,
particularmente de cultivos de importancia econémica como el maiz, trigo y

arroz, desde climas tropicales hasta templados (Patriquin et al., 1983).

El género Azospirillum fue estudiado primero por J. Dbbereiner debido a su
capacidad de fijar el nitrogeno y su presencia en la rizésfera. En la actualidad
se han encontrado muchas especies del género Azospirillum. Las dos primeras
en ser descritas fueron A. lipoferum y A. brasilense (Tarrand et al., 1978)

siendo estas las mas estudiadas.

De acuerdo al National Center for Biotechnology Information (NCBI) la

clasificacion taxondmica de Azospirillum es la siguiente:

Reino: Bacteria
Phylum: Proteobacteria
Subclase: Alphaproteobacteria
Orden: Rhodospirillales
Familia: Rhodospirillaceae

Género: Azospirillum
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2.4.2 Caracteristicas generales

Las especies de Azospirillum son bastones curvados de 0.8-1.0 X 25 uyM de
tamafo, con granulos de polihidroxibutirato (PHB), que cuando esta fijando
nitrégeno, alcanzan el 50% del peso seco de la célula. Las bacterias son gram
negativas, moviles con un simple flagelo polar y se han observado numerosos
flagelos laterales cortos en A. lipoferum y A. brasilense (Hartmann y Baldani,
2006).

Azospirillum presenta una distribucion mundial, frecuentemente en zonas
tropicales, subtropicales y templadas (Bashan y Holguin, 1997). Aparece en
grandes cantidades (hasta 107 UFC/g de suelo) en la rizésfera, asociadas a
raiz, tallos y hojas de una gran variedad de plantas (Hartmann y Baldani, 2006).
Las plantas inoculadas con Azospirillum incrementan la longitud del sistema
radical, presentan un mayor nimero de raices laterales, de pelos radicales e
incrementa el peso seco de la raiz (Hadas y Okon, 1987; Spaepen et al., 2008).
El mecanismo exacto para promover el crecimiento es aun desconocido, sin
embargo, se ha atribuido a su capacidad de fijar el nitrdgeno atmosférico
durante la asociacion con las plantas, aunque algunos en condiciones de
campo e invernadero indican que este mecanismo no juega un papel
importante en la promocion del crecimiento vegetal (Spaepen et al., 2009). Por
otro lado, Azospirillum es capaz de producir y excretar reguladores de
crecimiento vegetal (fitohormonas) tales como auxinas (acido indol 3 acético,
AlA), citocininas y giberelinas (Tien et al., 1979; Molina-Favero et al., 2008;
Spaepen et al., 2008, 2009).

2.4.3 Mecanismos de promocion del crecimiento vegetal
2.4.3.1 Fijacién de nitrégeno

El nitrégeno es un elemento esencial para el desarrollo de las plantas, pero
estas no lo pueden asimilar de manera directa. Solo algunas procariontas son
capaces de usar el N2 a través de un proceso llamado fijacion bioldgica de
nitrégeno, que es la conversion del N2 atmosférico, a una forma en que puedan
usar las plantas (nitratos y amonio). Por lo tanto, los primeros mecanismos

propuestos para la promocion bacteriana del crecimiento vegetal, se relaciona
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con el metabolismo del nitrégeno y una gran cantidad de los trabajos sobre la

fijacion de ésta molécula fue realizada con Azospirillum brasilense.

Originalmente la fijacibn de nitrégeno fue propuesta como el principal
mecanismo por el cual Azospirillum afecta el crecimiento de las plantas (Okon
et al., 1983), debido a que el género Azospirillum posee la capacidad de fijar el
nitrogeno atmosférico tanto como bacteria de vida libre, como en asociacion
con la planta. A. brasilense posee el operén nifHDK, que codifica ambos
componentes nitrogenasas, aislado en base a su similitud con genes nifHDK de
Klebsiella pneumoniae. Posteriormente se aislaron genes involucrados en la
fijacion del nitrégeno tales como nifH, D, A, K (Steenhoudt y Vanderleyden,
2000). Sin embargo, en la mayoria de los cultivos bajo diferentes condiciones,
la contribucion en la fijacion del nitrégeno por Azospirillum se ha estimado en
no mas de 10 kg de N2 por hectarea al afio, mientras que la fertilizacion del
maiz en la agricultura moderna esta en el orden de 200-300 kg de N2 por
hectarea. De acuerdo con este dato, parece que la contribucion de la fijacion
biolégica de nitrogeno por A. brasilense es baja para los cultivos y que no
jugaria un papel importante en la promocion del crecimiento vegetal (Helman et
al., 2011).

2.4.3.2 Produccion de fitohormonas

Ademas de la fijacion de nitrdgeno, la promocién del crecimiento vegetal por la
inoculacion con Azospirillum puede ser explicada por la accion de sustancias
reguladoras del crecimiento vegetal producidas por ésta bacteria. Varios tipos
de fitohormonas han sido identificadas en el cultivo bacteriano que incluyen a
las auxinas (Tien et al., 1979; Spaepen et al., 2008). El AIA es la principal
auxina producida por Azospirillum. Esta fitohormona regula varios procesos
fisiologicos en las plantas, y aquellas inoculadas con Azospirillum presentan un
incremento en el crecimiento, en el numero de raices laterales y pelos
radicales. El papel central del AlA producido por Azospirillum en la proliferaciéon
del sistema radical, fue directamente demostrado con el uso de una cepa

mutante que produce soélo el 10% del AIA comparado con la silvestre, al
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observar una reduccion sobre | efecto estimulatorio en el crecimiento vegetal
(Dobbelaere et al., 1999).

Se han descrito numerosas vias para la sintesis del (AIA) (Prinsen et al., 1993;
Spaepen et al., 2007). El género Azospirillum sintetiza esta hormona via indol-
3-piruvato dependiente del triptéfano (Spaepen et al., 2007), siendo la enzima
clave la indol-3-piruvato descarboxilasa (codificada por el gen ipdC) (Van de
Broek et al.,, 1999). En A. brasilense también se ha descrito una via
independiente de triptéfano, esta via es predominante activada cuando no se
adiciona triptéfano al medio de cultivo (Prinsen et al., 1993), sin embargo no se

han identificado las enzimas involucradas en esta via.

Otro de los papeles que juegan las auxinas, es la de sefalizacion durante la
interaccion planta-bacteria. Esto ha sido demostrado recientemente por
Spaepen et al., (2014), en donde plantas de Arabidopsis thaliana inoculadas
con A. brasilense Sp245 tipo silvestre, inducen cambios en la expresion de
genes relacionados a defensa y a la sintesis pared celular, mientras que la
inoculacion con A. brasilense defectuoso en la sintesis del AIA no induce estos

cambios en la planta.

Aunque la produccion del AIA en Azospirillum es la mas documentada, la
bacteria también presenta la capacidad de producir otros reguladores de
crecimiento como giberelinas, citocininas, &acido absisico y etileno a una
concentracion suficiente para provocar cambios morfologicos y fisiolégicos en
las plantas. El efecto de promocién sobre el crecimiento vegetal por
Azospirillum parece ser parcialmente debido a la produccion de giberelinas,
como ocurre con otras PGPR (Bottini et al., 2004). En este sentido se ha
demostrado la produccién de los precursores inmediatos de las giberelinas
GA9 y GA19, en A. lipoferum (Piccoli y Bottini, 1996).

El acido absisico (ABA), conocido como una molécula de estrés debido a que
se incrementa cuando la planta esta en situacion de estrés abiotico, también se
ha encontrado en este género. Se ha reportado que la inoculacion con A.
lipoferum revierte el efecto de fluoridona que afecta la sintesis del ABA en
plantulas de maiz, sugiriendo que esta bacteria puede producir este tipo de

hormona (Cohen et al., 2001). Recientemente, se demostré que A. brasilense
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Sp245 sintetiza ABA en el medio de cultivo y que esta produccidon se
incrementa cuando 100 mM de NaCl es incorporado al medio (Cohen et al.,
2007). En este mismo trabajo, la inoculacion de A. thaliana con A. brasilense
Sp245 indujo dos veces la cantidad de ABA en la planta (Cohen et al., 2007).
Estos trabajos sugieren que este género mejora el crecimiento vegetal en
condiciones de estrés a través de la produccién e induccion de la sintesis del
ABA.

La mayoria de los microorganismos rizosféricos son capaces de sintetizar
citocininas en cultivos. Sin embargo, son escasos los estudios sobre la sintesis
de esta molécula en Azospirillum. Se han encontrado moléculas parecidas a las
citocininas en cultivos de Azospirillum (Tien et al., 1979) que estimulan el
crecimiento vegetal. Ademas, en presencia de diferentes fuentes de carbono
también sintetizan moléculas semejantes a citocininas (Strzelczyk et al., 1994).
Esto abre un nuevo campo de investigacion para conocer como estas bacterias
pueden producir moléculas tipo citocininas y como estas pueden afectar la
arquitectura del sistema radical de las plantas.

El etileno es otra fitohormona que regula varios procesos bioldgicos. La enzima
gue sintetiza esta hormona no se ha encontrado en el género Azospirillum, sin
embargo, se ha observado que pueden producir etileno o sustancias parecidas
a éste. Strzelczyk et al., (1994), analizaron la capacidad de este género para
producir esta molécula, y encontraron que pueden sintetizar etileno bajo
diferentes fuentes de carbono y en presencia de metionina en el medio. En otro
estudio, el efecto de la aplicacion exdégena de etileno a la planta fue similar al
efecto de la inoculacion, y la aplicacién de inhibidores de la actividad o sintesis
del etileno bloquea completamente la promocion del crecimiento vegetal
inducido por A. brasilense (Ribaudo et al.,, 2006). Si bien, no hay estudios
claros sobre la sintesis de etileno en Azospirilum, no se descarta que la
promocién del crecimiento vegetal también sea por etileno, o incluso la

combinacion de todas las fitohormonas.
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2.4.3.3 Induccidn de resistencia a patdgenos y estrés abiotico

La induccion de resistencia a patdgenos fue demostrada cuando plantas de
tomate inoculadas con A. brasilense presentaron resistencia contra la bacteria
Pseudomonas syringea pv. tomato (Bashan y de-Bashan, 2002). Plantas de
Oryza sativa cv. Nipponbare inoculadas con Azospirillum B510 exhiben un
incremento en la resistencia en contra del hongo Magnaporthe oryzae y de la
bacteria Xanthomonas oryzae, a través de la activacion de un mecanismo de
defensa independiente de la sefalizacion por acido salicilico (Yasuda et. al.,
2009). Aungue Azospirillum no es bien conocido como un agente de biocontrol
tipico, algunos aislados producen bactericidas que inhiben el crecimiento de
varias bacterias (Tapia-Hernandez et al., 1990). EIl &cido fenilacético es una
molécula con actividad antibacteriana y antifingica aislada de un cultivo de A.
brasilense (Somers et al., 2005). La produccién de sideréforos por Azospirillum
también es un mecanismo de biocontrol que se ha venido estudiando. Bajo
condiciones limitadas de hierro, A. brasilense tiene la capacidad de producir
sideroforos tipo catecol, los cuales tienen actividad antifangica in vitro en contra
de Colletotrichum acutatum M11, previniendo la antracnosis provocada por este
hongo (Tortora et al., 2011).

Ademas, una gran cantidad de cepas de Azospirilum pueden tolerar altos
niveles de salinidad como Azospirillum halopraeferens (Reinhold et al., 1987),
que tolera el 2% de NaCl cuando son co-cultivadas con Staphylococcus sp
(Holguin y Bashan, 1996). En otro trabajo se reporta que Azospirillum lipoferum
JA4:ngfpl5 fue capaz de colonizar la raiz de trigo y de reducir los efectos

negativos bajo condiciones de 160 mM de NaCl (Bacilio et al., 2004).

Azospirillum también favorece el crecimiento de las plantas bajo condiciones de
sequia debido a la produccion de poliaminas. Moléculas que regulan el
crecimiento vegetal, entre ellas, la cadaverina se ha correlacionado con el
crecimiento del sistema radical 6 por la mitigacion del estrés osmaético en
algunas especies de plantas. Cassan et al., (2009), demostraron que A.
brasilense Az39 promueve el crecimiento radical y ayuda a contrarrestar el
estrés osmotico en plantulas de arroz, debido en gran parte a la produccion de

cadaverina.

14



QB UMSNH

El género Azospirillum posee diversos mecanismos, por los cuales mejora el
crecimiento vegetal, el estudio detallado de cada uno de los mecanismos daria
una idea clara de como estos se interrelacionan para mejorar el crecimiento de

las plantas.
2.5 Importancia en la agricultura

Debido al incremento en los costos de fertilizantes a base de nitrégeno y la
promocién de una agricultura sustentable, en los udltimos afios, se han
desarrollado y ensayado inoculantes comerciales, comunmente conocidos

como biofertilizantes (Helman et al., 2011).

El género Azospirillum es una de las bacterias PGPR mejor estudiadas y mas
usada a escala comercial como biofertilizante. La formulacion de concentrados
a base de Azospirillum se ha investigado, dando como resultado un incremento
en el rendimiento de los cultivos (Diaz-Zorita y Fernandez-Canigia., 2009). Se
ha reportado que los biofertilizantes que contienen esta rizobacteria
incrementan en aproximadamente un 9 % la produccion de semillas y en 18%
el peso seco de trigo (Veresoglou y Menexes, 2010). Ademas, incrementan el
rendimiento entre un 5 y 30% en maiz, trigo, sorgo, arroz y leguminosas
(Dobbelaere et al., 2001; Diaz-zorita et al. 2006; Hungria et al., 2010). De esta
manera, la inoculacion de cultivos con biofertilizantes puede reducir hasta en
un 20 a 50% la aplicacion de fertilizantes a base de nitrégeno (Helman et al.,
2011). Debido a su uso potencial como biofertilizante, su aplicacién en el
campo va incrementdndose. Tan soOlo en 2006, México aplicd inoculantes
comerciales aproximadamente a 200 000 ha, mientras que Brasil lo realizé en

un millén de ha de cultivo aproximadamente (Helman et al., 2011).

La capacidad de Azospirillum para mejorar el crecimiento vegetal se considera
que es a través de la fijacibn de nitrégeno, produccion de fitohormonas,
induccion de resistencia sistémica y a estrés abidtico, lo que hace de esta
bacteria uno de los mejores candidatos para el estudio y mejoramiento en la
formulacion de biofertilizantes en combinacion con otros microorganismos. El
efecto inducido por Azospirillum, da como resultado una disminucion en los

costos de produccion que beneficia directamente al agricultor.
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2.6 Trigo

El trigo es uno de los cultivos mas importantes en todo el mundo y el segundo
en importancia en México. La mayoria de los estudios realizados sobre el
efecto promotor del crecimiento vegetal de Azospirillum, se ha hecho con trigo.
Este género mejora el crecimiento y rendimiento de trigo de manera
significativa, incrementando el rendimiento de semillas y peso seco, aumento al
contenido de nitrogeno y la resistencia a estrés abidtico (Bacilio, 2004;
Veresoglou y Menexes, 2010). Se ha reportado que la inoculacién de plantas
de trigo con Azospirillum en condiciones de campo, aumenta significativamente
la biomasa aérea, la longitud de la raiz, el nimero de espigas y granos, un
equivalente del 6.5 % de aumento comparadas con las no inoculadas (Diaz-
Zorita et al., 2006). La formulacion de biofertilizantes a base de Azospirillum se
ha realizado y muestra un efecto sobre el rendimiento de este grano, se ha
considerado que Azospirillum es un buen candidato para mejorar el crecimiento

y rendimiento de trigo (Diaz-Zorita y Fernandez-Canigia, 2009).

2.7 Caracteristicas de las interacciones planta-bacterias benéficas

Durante los primeros minutos de la interaccibn entre plantas vy
microorganismos, un dialogo molecular involucrando varias moléculas sefales
toma lugar en la rizésfera y en la superficie celular llevando a la interaccion
fisica entre los dos organismos. Por ejemplo, en el caso de la interaccion
Rhizobia-leguminosa, los flavonoides de los exudados de la raiz de la planta
inducen la sintesis de factores de nodulacién en Rhizobia (Hagg et al., 2013).
Ambas moléculas son las responsables para que se lleve a cabo las primeras
etapas de interaccion y el establecimiento de un nuevo organo, el nddulo
(Nanda et al., 2010). Durante la interaccion, las bacterias inducen varias
respuestas en la raiz de la planta: como alcalinizacién citoplasmica, oscilaciéon
del calcio, produccion de ERO, cambios en el metabolismo, expresion de genes
que llevan a la invasion bacteriana (Cardenas et al., 2000; 2008). Por
consiguiente, la simbiosis induce cambios metabdlicos y de desarrollo tanto

como para los microorganismos, como para la planta. Estas bacterias afectan
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el desarrollo del sistema radical, indicando que el microorganismo altera las

vias de desarrollo del hospedante (Desbrosses y Stougaard, 2011).

2.8 Especies reactivas de oxigeno (ERO)

ERO, es un término usado para describir una variedad de moléculas y radicales
libres (especies quimicas con un electron desapareado) derivadas del oxigeno
molecular. En su estado biradical, el oxigeno molecular posee dos electrones
desapareados en su ultima orbita teniendo el mismo giro, por lo tanto, solo
puede reaccionar con un electron a la vez. Si uno de estos electrones es
excitado y cambia su giro, las especies resultantes se convierten en un
poderoso oxidante (Turrens, 2003). La reduccion secuencial del oxigeno a
través de la adicion de electrones, lleva a la formacion de un niamero de ERO
incluyendo al anidon superodxido (O--), peroxido de hidrogeno (H202), radical
hidroxilo (-OH), ion hidroxilo (OH-) y éxido nitrico (ON). En plantas, estas ERO
tienen un papel importante en procesos de crecimiento, desarrollo, sefalizacién

y defensa ante diferentes tipos de estrés bibtico y abidtico.

2.8.1 Anion superoxido

El proceso de reduccién del oxigeno molecular da lugar a una serie de
intermediarios: el anién superdxido (Oze-), es el primer producto de la
reduccion de un electrén del oxigeno y precursor de la mayoria de las ERO. La
produccion de esta molécula se debe a la enzima NADPH oxidasa que se
encuentra en la membrana plasmatica de las células vegetales. Debido al sitio
donde se producen, reacciona con facilidad con componentes de la membrana
celular (lipidos) generando dafios irreversibles. El tiempo de vida del anién
superéxido es de 1 us, posteriormente es transformado a peroxido de
hidrogeno. Estas moléculas participan en la proliferacion celular y reacciones
de defensa (Sarsour et al., 2008; Torres, 2010).
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2.8.2 Peroxido de hidrégeno

El peréxido de hidrégeno surge de la dismutacion del anion superoxido
catalizado por la superéxido dismutasa o de manera espontanea, aunque hay
que resaltar que no es la Unica manera en la que se produce. La xantina
oxidasa, amino oxidasa y peroxidasas de la pared celular también pueden

producir peroxido de hidrégeno (Corpas et al., 2001; Bolwell et al., 2002).

Bajo condiciones normales, la vida media del H202 es de aproximadamente 1
ms, a deferencia de las otras ERO (Bhattacharjee, 2005). El exceso de H20:2
conduce a un estrés oxidativo que dafa la integridad de las células. Por lo
tanto, el H202 puede jugar un doble papel: a bajas concentraciones como
moléculas de sefalizacion y a altas desencadena la muerte celular programada
(Neill et al., 2008.). Para que el peréxido de hidrégeno actie como una
molécula sefial debe de tener una sintesis regulada, una respuesta especifica y
blancos celulares especificos.

Varios estudios sugieren que el H202 funciona como una sefial mévil, pero aun
no se conoce a detalle si esta molécula actia como una sola sefal o es parte
de una respuesta sistémica (Neill et al., 2002a). Se ha demostrado que el H20:2
participa en varios procesos metabdlicos de la planta y activa respuestas de
defensa ante diferentes tipos de estrés. Y se ha aceptado como un segundo
mensajero debido a que tiene un tiempo de vida prolongado y puede atravesar

libremente las membranas (Neill et al., 2008.)

2.8.3 Radical hidroxilo

El radical hidroxilo es una molécula altamente toxica y se genera por la adicion
de un electrén al peroxido de hidrogeno teniendo una vida media de 1 ns.
Debido a que los derivados reactivos de oxigeno son téxicos, son muy
importantes durante las reacciones de defensa en las plantas. Estas moléculas
se forman a partir del peréxido de hidrégeno por la reaccién de Fenton que
requiere metales en transicion (Barceldé y Ros, 2009). Las peroxidasas de la
pared celular también pueden producir radicales hidroxilo a través del peréxido

de hidrogeno (Liszkay et al., 2003; Kukavica et al., 2009). Un papel fisiolégico
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del radical hidroxilo es romper los polimeros de polisacaridos de la pared

celular, permitiendo el crecimiento vegetal (Kukavica et al., 2009).

2.8.4 Oxido nitrico

El 6xido nitrico (NO) es una molécula bioactiva que ejerce diversos papeles en
los sistemas biol6gicos. Fue primeramente descrito en animales como un
mensajero en el sistema cardiovascular, inmune y nervioso (Mur et al., 2012).
Esta molécula tiene la caracteristica de ser pequefia, por lo tanto, la convierte
en una molécula altamente difusible a través de la membrana y provocar
diferentes procesos en periodos de tiempo corto. La funcién del éxido nitrico en
la planta no esté del todo dilucidada, sin embargo, se ha mostrado que actla
en la interaccién planta-microorganismo, en las respuestas a estrés abidtico, en
la regulacion de la apertura de estomas y en un amplio rango de procesos
biolégicos como molécula de sefalizacion (Neill et al., 2002a; 2003; Planchet y
Kaiser, 2006; Mur et al., 2012). Asi el 6xido nitrico es requerido para la
organogénesis de la raiz, la formacion de raices adventicias, el desarrollo de
raices laterales y la formacién de pelos radicales (Pagnussat et al., 2002;
Pagnussat et al., 2003; Correa-Aragunde et al., 2004; Lombardo et al., 2006).
Los resultados de la interaccion Azospirillum-tomate apoyan fuertemente la
participacion del 6xido nitrico en la formacion de raices laterales inducida por

esta bacteria (Creus et al., 2005).

2.9 Mecanismos de produccién de las ERO en plantas

Debido a su importancia, la produccion de ERO estan confinados a sitios
especificos de las células. Los organelos con una alta actividad metabdlica
oxidativa o gran flujo de electrones, tales como cloroplastos, mitocondrias y
peroxisomas, son las principales fuentes de ERO en plantas, sin descartar al

compartimento conocido como apoplasto (Fig. 3).
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Fig.3. Produccion de ERO en plantas. GO, glicolato oxidasa. 3PGA, 3-fosfoglicerato.
POX, Peroxidasa. RuBisCO, ribulosa 1,5-bisfosphato carboxilasa/oxigenasa. RuBP, ribulosa
1,5-bisfosfato. SOD, superéxido dismutasa. XO, xantina oxidasa. Modificado de Mhamdi et
al., 2010.

2.9.1 Cloroplastos

El centro de reaccién del fotosistema | (PSI) y fotosistema Il (PSII) en tilacoides
de cloroplastos son las principales fuentes de ERO. La fotoproduccién de ERO
es afectada por factores fisiolégicos y medioambientales y su velocidad de
produccion es incrementada bajo condiciones donde la intensidad de foton es
excesiva a la requerida para la asimilacion del CO:2 bajo condiciones de estrés
hidrico, la baja disponibilidad de CO2 debido al cierre de estomas y un continuo
exceso de luz, que transfiere el electron directamente al oxigeno molecular
generando anion superoxido en el PSI por la reaccion de Mehler (Asada, 2006).
Este anion superoxido es convertido a H202 por una superoxido dismutasa de
cobre/zinc adherido a la membrana muy cerca del PSI, y una ascorbato-
peroxidasa unido a la membrana del tilacoide que convierte al peréxido de
hidrogeno en agua, proceso denominado ciclo del agua-agua (Miller et al.,
2010).
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El singulete de oxigeno es generado por el PSII clorofil triple excitado al centro
de reaccion del P680 (Asada, 2006). La citotoxicidad del singulete de oxigeno
causa peroxidacion de lipidos y dafios en el tejido en hojas bajo condiciones
fotooxidativas que puede llevar directamente a la muerte celular (Miller et al.,
2010).

2.9.2 Peroxisomas

Las peroxisomas producen peréxido de hidrogeno y anidon superoxido a altas
cantidades a través de varios procesos metabdlicos. La baja disponibilidad de
agua y cierre de estomas disminuye la concentracién de CO2 y Oz en células
mesofilas e incrementa la fotorespiracién y la produccidon de glicolatos en
cloroplastos (Miller et al., 2010). La oxidacién de glicolatos por la glicolato
oxidasa en peroxisomas da lugar a la produccion de H202 durante la
fotorespiracion (Noctor et al., 2002). Una fuente adicional de peroxido de
hidrogeno incluye la B-oxidacion de acidos grasos, via la flavin oxidasa y
dismutacion de anion superéxido. Por su parte el anién superdxido es generado
por la xantina oxidasa en la matriz de los peroxisomas de hojas y este a su vez
es convertido por la SOD en Oz y H202 (Miller et al., 2010)

2.9.3 Mitocondria

La mitocondria es una fuente de produccién de ERO, pero generan pequefias
cantidades comparado con los cloroplastos y peroxisomas (Foyer y Noctor,
2005). El complejo | y complejo Il en la cadena transportadora de electrones
son los principales sitios de produccion de ERO. EI intermediario
ubisemiquinona formado entre el complejo | y Il dona electrones al oxigeno y
genera ERO (Rhoads et al., 2006). Un incremento de la respiracion en la
mitocondria durante condiciones de estrés puede contribuir a la generacion de
ERO al transferir electrones desde el citocromo al sistema transportador de
electrones al Oz (Norman et al., 2004). Por lo tanto, la perturbacion de la
funcién de la cadena trasportadora de electrones resulta en la sobre-reduccion

de ubiquinona e incrementa la produccion de ERO, sugiriendo que la velocidad
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de respiracion incrementa bajo condiciones de estrés, por lo tanto la demanda
por el ATP mitocondrial incrementa, causando una sobreproduccion de ERO en
la mitocondria (Miller et al., 2010).

2.9.4 Apoplasto

El apoplasto es un sitio importante para la produccion de ERO ante diferentes
tipos de estimulos. Ademas de la produccion de ERO en la mitocondria y en los
cloroplastos como un subproducto inevitable del metabolismo celular, existen
un red de enzimas que producen especies reactivas de oxigeno, entre ellas las
NADPH oxidasas (NOXs) y peroxidasas clase Ill. Las NOXs de las plantas son
conocidas como homologas de la explosion oxidasa respiratoria (respiratory
burst oxidase homologues-RBOH) y son homdlogos a la subunidad catalitica

(gp91phox) de las NOXs del fagocitos animales (Sagi y Fluhr, 2006).

Las Rboh constituyen una familia multigénica con 10 genes AtRboh en la
planta modelo Arabidopsis. Todas la proteinas RBOH presentan la misma
estructura, con una region C terminal central que contiene los dominios
transmembranales y el dominio oxidasa funcional responsable de la generacién
de anién superéxido. Sin embargo, las RBOHSs tienen una regién N-terminal,
ausente en la oxidasa gp91Phox del fagocito, pero presente en otras NOXs
animales. Esta extensiéon N terminal contiene regiones regulatorias tales como
el brazo EF de union a calcio y dominios de fosforilacion importante para la

funcién de las oxidasas de las plantas (Suzuki et al., 2011).

Las ERO dependientes de RBOHs han sido asociadas con respuestas a
estimulos abiédticos (calor, frio, estrés hidrico, salinidad y heridas) y bioticos
(interacciones planta-patdégeno, relaciones simbidticas). Ademas, las NADPH
oxidasas regulan programas de desarrollo como el crecimiento polarizado en la
formacion de pelos radicales y crecimiento de tubos polinicos (Suzuki et al.,
2011).

Estudios de inmunolocalizacién indican que las proteinas RBOHs se localizan

en la membrana plasmatica. Por lo tanto, la distribucion de las NADPH
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oxidasas restringen la produccion de especies reactivas de oxigeno para

regular el papel de estas moléculas.

2.10 ERO en el desarrollo vegetal

Las ERO tienen un papel de sefalizacion durante el desarrollo de la planta y
juegan una funcién importante en regulacion del crecimiento a través de varios
efectos sobre la elasticidad de la pared celular (Bell et al., 2009). Uno de los
papeles mas estudiados de las ERO, ha sido su regulacién sobre el crecimiento
apical de los pelos radicales y los tubos del polen (Swanson y Gilroy, 2010). En
este proceso se necesita una sefializacion coordinada y procesos con la
regulacion de los componentes de la pared celular para inducir el crecimiento.
Para definir el papel de las ERO en este proceso, Foreman et al., (2003),
analizaron el crecimiento de mutantes rhd2 (root hair defective) de Arabidopsis
thaliana. En la mutante rhd2 de no acumula ERO en la parte apical, se afecta
las primeras etapas de la formacion de pelos radicales. Lo cual RHD2 codifica
para una NADPH oxidasa (AtrbohC) transmembranal (Foreman et al., 2003)
que transfiere electrones al espacio apoplastico, que posteriormente son
donados al oxigeno molecular para formar el anion superéxido. Este ultimo
puede ser rapidamente dismutado a H202 que es transformado por peroxidasas
o difundir hacia el citosol actuando como una molécula de sefializacion. El
anién superéxido también puede ser transformado a radical hidroxilo por la
reaccion de Fenton o por las peroxidasas. La AtrbohC se ha localizado en la
membrana de las celular epidermales de la zona donde se forman los pelos
radicales, lo que concuerda con la localizacién de las ERO (Swanson y Gilroy,
2010). Ademas, ha sido mostrado que la acumulacion de ERO en los pelos
radicales oscilan junto con el pH y velocidad del crecimiento (Monshausen et
al., 2007). El fenotipo de la mutante rhd2 se ha observado también cuando las
plantas son tratadas con DPI (diphenylene iodonium chloride), un inhibidor de
las proteinas que contienen flavina como las NADPH oxidasas (Foreman et al.,
2003). Por lo tanto, alteraciones en la produccion de ERO juegan un papel

importante en el desarrollo de los pelos radicales y la formacion de curvaturas
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en los pelos radicales durante la interaccion Rhizobium-leguminosa (Lohar et
al., 2007; Céardenas et al., 2008).

La produccion localizada de ERO en los pelos radicales, ocurre al igual que en
los tubos polinicos y dicha produccion es inhibida por el DPI sugiriéndo que las
ERO son producidas por NADH oxidasas (Potocky et al., 2007). En conjunto,
estas observaciones indican que las ERO tienen una funcion universal en el

crecimiento polarizado de pelos radicales y tubos polinicos.

Por otra parte, las paredes celulares de las plantas son estructuras dinamicas
formadas de polisacéaridos, fenoles y proteinas. La pared celular no sélo es
importante para mantener la forma celular, sino también para responder a
sefales enddgenas y externas (Barcel6 y Ros, 2009). Ademas de la produccion
interna de ERO por cloroplastos, mitocondrias y peroxisomas, las NADPH
oxidasas generan anion superoxido en la pared celular y se conoce que una de
las funciones de las ERO en este sitio, es modificar los componentes de la
pared celular por relajacion y entrecruzamiento entre componentes de la pared
celular, lo que finalmente controla el crecimiento y morfogénesis de la planta
(Schopfer, 2001; Cosgrove, 2005; Swanson y Gilroy, 2010; Liszkay et al. 2003).
Se ha propuesto que los componentes de la pared celular estan sujetos a
rupturas no enzimaticas mediadas por radicales hidroxilo, dando como
resultado la relajacion de la pared celular (Fry, 1998). Los polisacaridos de la
pared son facilmente fragmentado por radicales hidroxilo in vitro y pueden ser
generados a partir del peréxido de hidrégeno por la reaccion de Fenton en la
pared celular, proceso que requiere un metal de transicién como el Cu+ o Fe?*
(Barcel6 y Ros, 2009). Los radicales hidroxilos también pueden ser producidos
por peroxidasas de la pared celular del anion superéxido y peroxido de
hidrogeno mediante la reaccién de Haber-Weiss (Liszkay et al., 2003). Asi, en
células en crecimiento, las NADPH oxidasas generan anién superoxido que
posteriormente es dismutado a perdxido de hidrégeno y ambos pueden directa
o indirectamente, ser fuentes de radical hidroxilo y promover la relajacion de la

pared celular.

Ademas de la relajacion de la pared celular por ERO, la formacion de redes de

extensinas insolubles (proteinas que forman parte de la pared) es un proceso
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dependiente de H202 y mediada por peroxidasas. Estas enzimas catalizan la
reduccion de H20:2 al tomar electrones de varias moléculas donadoras como
compuestos fendlicos, precursores de lignina, auxinas o metabolitos
secundarios (Passardi et al., 2004). Por lo tanto, las ERO, especificamente el
peréxido de hidrogeno son importantes para la formacion de paredes celulares

o diferenciacion celular mediada por peroxidasas.

Como se menciond anteriormente, las ERO también tienen un papel en la
regulacion del crecimiento en el sistema radical especificamente en la parte
apical. La raiz de la mutante rhd2 es aproximadamente 20% mas cortas que la
silvestre (Foreman et al., 2003) lo que muestra una alteracion general en el
crecimiento. Experimentos con inhibidores (DPI), sugieren que el crecimiento
de la raiz esta bajo el control de las NADPH oxidasas, que producen el anion
superéxido y subsecuentemente las otras ERO que regulan la elongacion
celular (Liszkay et al., 2004). La correcta distribucion de las especies reactivas
de oxigeno en la raiz es importante para un buen crecimiento: donde el
perdxido de hidrogeno ha sido localizado en la zonas de diferenciacion celular
ya gque son involucradas en restringir el crecimiento y formacion de pelos
radicales, a diferencia del anidén superoxido que se localiza principalmente en la
zona meristematica de la raiz, donde hay una alta proliferacion celular (Dunand
et al.,, 2007; Tsukagoshi et al., 2010). Esta distribucion es regulada
indirectamente por un factor de transcripcion UPB1 que regula la expresion de
un conjunto de peroxidasas que modulan el balance de las especies reactivas
de oxigeno entre las zonas de proliferacion y diferenciacion celular (Tsukagoshi
et al.,, 2010). La modificacion de la distribucion de ROS en la raiz, da como
resultado cambios en la arquitectura del sistema radical.

2.11 Especies reactivas de oxigeno durante la interaccion planta-

rizobacteria.

Durante la interaccion se lleva a cabo un dialogo molecular entre la planta y el
microorganismo, que involucra moléculas sefiales. Se ha observado que tanto
en las interacciones patogénicas como en la simbidtica, ocurre un incremento

en la producciéon de ERO que parece ser una respuesta comun en las plantas
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(Nanda et al., 2010). Dentro de las interacciones simbidticas, en el caso
particular de Rhizobium-leguminosa, las leguminosas secretan flavonoides, que
son especificamente reconocidos por un receptor de la bacteria, que a su vez
inducen la expresion de genes de nodulacién (Nod) que son esenciales para la
sefalizacion del desarrollo del nédulo (Haag et al., 2013). La percepcion de
factores Nod inducen varias respuestas en la raiz, como intercambio de iones,
alcalinizacion citoplasmica, oscilaciones del calcio citosdlico y de especies
reactivas de oxigeno y expresion de genes que llevan a la invasién bacterial y
formacion de nddulos (Céardenas et al., 2000, 2008, Nanda et al., 2010; Haag et
al., 2013). Asi, durante las interacciones simbibticas se puede observar la
produccién de anion superoxido en los hilos de infeccion (Santos et al., 2001).
Esta produccion no es observada cuando las plantas de Medicago truncatula
fueron inoculadas con bacterias incapaces de producir factores Nod (Ramu et
al., 2002). En otro trabajo realizado por Cérdenas et al., (2008), observaron un
incremento en los niveles de ERO intracelular en los pelos radicales, 15
segundos después de la adicién de factores Nod. La produccion de las ERO en
este caso, es diferente a las inducidas por elicitores de patégenos. Un
resultado contradictorio es reportado por Lohar et al., (2007), donde una
disminucion en la produccion de ERO es observada durante la simbiosis y esta
reduccion de las ERO es la responsable de la deformacion de los pelos
radicales inducida por factores Nod (Lohar et al., 2007). La diferencia puede ser
debido a que estos resultados fueron obtenidos varios minutos después de la
adicién de factores Nod. En trabajos recientes se ha resaltado la importancia
de las enzimas NADPH oxidasas productoras de ERO durante la interaccién
Rhizobium-leguminosa (Montiel et al., 2012). La regulacién de las PvRbohB por
RNA de interferencia en raices transgénicas de Phaseolus vulgaris redujo la
produccion de ERO, densidad de raices laterales y la formacion de nodulos
(Montiel et al., 2012). Un efecto opuesto resulté en la sobreexpresion de las
PvRbohB, al observar mayor produccion de ERO, formacion de hilos de
infeccidn, actividad fijadora de nitrégeno, mayor nimero de nédulos, entre otros
(Arthikala et al., 2014). Estos resultado indican que las ERO producidas por las
NADPH oxidasas son cruciales para una exitosa colonizacion rizobial y
probablemente del mantenimiento propio del crecimiento y formas de hilos de

infeccion (Montiel et al., 2012).
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Por lo tanto, una modificacion en la concentracion y distribucion de las ERO
inducida por las rizobacterias puede ser importante para una buena asociacion

y modificacion de la arquitectura del sistema radical del hospedante.

2. 12 Sistema enzimatico
2.12. 1 Superoxido dismutasa (SOD)

La superoxido dismutasa es la primera linea de defensa ante el estrés oxidativo
en todos los microorganismos. La SOD convierte el anion superoxido a H202 y

oxigeno.

SOD
Oz'_ + 02’_ +2H+ —» HzOz + Oz

Por lo tanto, es esencial que estas enzimas estén presentes en
compartimentos donde el anidon superoxido es formado (Alscher et al., 2002).
Las SODs se clasifican en tres grupos basado en el co-factor que utilizan:
superoxido dismutasa de fierro (SOD Fe) localizada en cloroplastos, de
manganeso (SOD Mn) que se encuentra en mitocondrias y peroxisomas, el de
cobre y zinc (SOD Cu-Zn) presente en cloroplasto, citosol y en espacios
extracelulares. La razén por la que estas enzimas utilizan diferentes tipos de
cofactores, probablemente esta relacionada a la diferente disponibilidad de
compuestos solubles de metales de transicion en la biosfera en diferentes eras

geoldgicas (Bannister et al., 1991).

La SODs Fe constituye el grupo mas ancestral, encontrandose tanto en
procariontas y eucariontas. En todas las plantas estudiadas su localizacion es
el cloroplasto. Existen dos grupos de SODs Fe: el primero es un homodimero
formado por dos subunidades idénticas de 20 kDa, presentes en bacterias y en
algunas plantas. El segundo grupo encontrado en plantas superiores y algunas
bacterias, es un tetramero de cuatro subunidades iguales con un peso
molecular de 80-90 kDa (Alscher et al., 2002).
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La SODs de Mn es tanto una enzima homodimérica como homotetramérica con
un atomo de Mn (lll) por subunidad. Aunque es conocida como enzima
mitocondrial de eucariotas, también se han encontrado en peroxisomas de

plantas superiores.

Las SODs de Cu-Zn han sido encontradas principalmente en eucariontas. Sin
embargo, también han sido encontradas en algunas bacterias. Existen dos
grupos de SOD Cu-Zn: primero consiste de formas citoplasmicas y
periplasmicas que son homodiméricas; el segundo comprende las SODs Cu-Zn

del cloroplasto y extracelular, que son homotetramérica (Bordo et al., 1994)

Por ultimo, se ha reportado la existencia de una enzima conocida como SOD
Fe/Mn que puede acomodar ambos metales. Algunas especies de bacterias
pueden usar una SOD comun que utiliza los dos metales como cofactor, acorde

a la disponibilidad del metal en su medio ambiente (Alscher et al., 2002).

2.12. 2 Catalasas

Las catalasas son enzimas ubicuas entre los organismos aerébicos. La tipica
reaccion de la catalasa es la dismutaciéon de dos moléculas de peroxido de

hidrégeno a agua y oxigeno (Feierabend, 2005):

2H202 — 2H20 + O2

El tipo mejor caracterizado de catalasa dependiente del grupo hemo se
encuentra en diversos organismos, incluyendo procariontas, hongos, animales
y plantas, y es una catalasa mono funcional (Chelikani et al., 2004). Estas
enzimas estan compuestas de polipéptidos de 50-70 kDa en masa organizadas
en tetrameros, cada mondmero con un grupo prostético (Regelsberger et al.,
2002).

La localizacion subcelular de las catalasas es principalmente en peroxisomas.
De los dos genes encontrados en levaduras, uno codifica una isoforma
citosdlica y otra peroxisomal. ElI Unico gen encontrado en animales

peroxisomal, pero la actividad también se presenta en mitocondrias. En
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plantas, estudios de fraccion subcelular clasica, asi como tincion de actividad in
situ, han establecido que las peroxisomas tienen una alta actividad catalasa
(Mhamdi et al., 2010).

En numerosos estudios de respuesta en plantas ante diferentes tipos de estrés
han reportado un incremento en la actividad o expresion del gen. Asi, plantas
con alta actividad de catalasa son mas resistentes a diferentes tipos de estrés
(Mhamdi et al., 2010).

Aungue el H202 es menos reactivo comparado con otras ERO, su acumulacion
puede ser dafiina para las células. El H202 puede dar lugar a otras ERO como
el radical hidroxilo en presencia de metales de transicion como el Hierro y
cobre, a través de la reaccion de Fenton (Feierabend, 2007). Por lo tanto, la
simultanea presencia de catalasas y H20:2 es crucial para evitar la formacion de

radicales libres.

2. 12.3 Peroxidasas

Las peroxidasas son proteinas que contienen un grupo hemo, capaces de
catalizar la oxidacion de una gran variedad de sustratos utilizando H202. Todas
las enzimas peroxidasas tienen la misma estructura general, que consiste de
ferriprotoporfirina IX como grupo prostético y diez a-hélice. Las peroxidasas
clase lll poseen tres a-hélices extras (Passardi et al., 2004a), y son clasificadas
basandose en su estructura particular (Welinder, 1992). Las peroxidasas clase
I, como las ascorbato peroxidasas, glutation peroxidasas, citocromo
peroxidasas y catalasa peroxidasas, son proteinas intracelulares presentes en
procariontas y eucariontas. La clase Il es codificada exclusivamente por
hongos, y se divididen en manganeso peroxidasas, lignina peroxidasas y
peroxidasas versatiles que pueden ser secretadas Yy presenta una funcién
principal en la degradacion de lignina (Passardi et al., 2004b).

Por dltimo, las clase Ill estan codificadas por familias multigénicas con 138
genes en Oryza zativa (Passardi et al., 2004b), 73 en A. thaliana (Tognolli et
al., 2002), 113 en trigo (http://peroxibase.toulouse.inra.fr/), presentes solamente
en plantas y son secretadas en el apoplasto. En un ciclo peroxidativo estandar,

las enzimas catalizan la reduccion del H202 al tomar electrones de varias
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moléculas donadoras como compuestos fendlicos, precursores de lignina,
metabolitos secundarios o auxinas. En otro caso en el ciclo hidroxilico, las
peroxidasas nativas pueden ser convertidos a oxiferroperoxidasas (también
conocido como compuesto Ill) en dos diferentes vias, que pueden llevar a la
formacion de varias especies reactivas de oxigeno. Las peroxidasas por lo
tanto pueden ser consideradas como enzimas bifuncionales que pueden oxidar
varios sustratos en presencia de peroxido de hidrégeno, pero también producir
ERO (Passardi et al., 2004ab).

Por lo tanto, debido a su complejidad las peroxidasas clase Il pueden ser
detectadas en todo el ciclo de vida de las plantas (Passardi et al.,, 2004)
involucrdndose en un amplio rango de procesos fisiolégicos. Por ejemplo, en el
metabolismo de la pared celular, en el catabolismo de auxinas, en la sintesis de
fitoalexinas, en la eliminacion de H202, en la oxidacion de reductantes toxicos,
en la defensa contra ataques de patdgenos, en la simbiosis y en el crecimiento
normal de las células (Cosio y Dunand, 2009).

Se ha mostrado que expresion y actividad de las peroxidasas son inducidas por
diferentes tipos de estrés bidticos (hongos, bacterias) y abidticos. Estas
enzimas pueden crear barreras fisicas para limitar la invasion del patégeno al
tejido hospedante al catalizar el entrecruzamiento de los componentes de la
pared celular en respuesta a diferentes estimulos. Asi en muchos casos, la
rigidez de la pared celular, es el resultado del entrecruzamiento de los
componentes de la pared celular dependiente de H202 y mediado por
peroxidasas (Almagro et al., 2009).

Mittler et al., (1999), usando plantas transgénicas de tabaco deficientes en
peroxidasas/catalasa, mostraron que estas fueron hipersensibles a ataques de
patébgenos, proporcionando la evidencia de que las peroxidasas son
componentes importantes durante el ataque de patdgeno.
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2.13 Sistema no enzimatico

Los antioxidantes no enzimaticos son de bajo peso molecular como el &cido
ascorbico, glutation, carotenoides y tocoferol.

El acido ascorbico esta presente en todos los tejidos de la planta, usualmente
alto en células fotosintéticas y en el meristemo de la raiz. En plantas, la
mitocondria juega un papel importante en el metabolismo de este compuesto.
El acido ascorbico es considerado como el antioxidante més importante debido
a su habilidad para donar electrones en un gran numero de reacciones
enzimaticas y no enzimaticas y puede proteger directamente a la membrana al
eliminar al anion superoxido, al radical hidroxilo y generar a-tocoferol a partir
del radical tocoferoxil (Gill y Tuteja, 2010).

El glutation es uno de los metabolitos de la planta mas importante para la
defensa contra las ERO. Se encuentra mayormente en forma reducida en los
tejidos vegetales y se localizada en todos los compartimentos como el citosol,
reticulo endoplasmico, vacuola, mitocondria, cloroplastos, peroxisomas y
apoplasto (Smirnoff, 2005). Esta bien establecido que el glutation juega un
papel importante en procesos relacionados al crecimiento, desarrollo,
transduccion de sefiales y en la expresion de genes relacionados a estrés.
Ademas, el glutation juega un papel importante en el sistema de defensa
antioxidativa al generar otros antioxidantes solubles en agua como el caso del
acido ascoérbico (Foyer, 1976). La importancia del glutation en sistemas
antioxidantes se debe a que proporciona una base como marcador de estrés y
una fuerte evidencia ha indicado que una alta concentracion de glutation es
correlacionado con la habilidad de las plantas para reducir el dafio provocado

por estrés oxidativo inducido a la vez por metales (Gill y Tuteja, 2010).

Como un osmolito, la prolina es ahora considerada como un antioxidante, e
inhibe la muerte celular programada. La prolina puede considerse como un
antioxidante no enzimatico que las plantas necesitan para vencer los efectos de
las ERO. La capacidad del sorbitol, manitol, mio-inositol y prolina para eliminar
al radical hidroxilo se ha probado y se ha determinado que la prolina elimina
efectivamente a este radical. Por lo tanto, la prolina no sélo es una molécula de

sefalizacion, sino también un barredor efectivo de las ERO que se sintetiza
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durante diferentes condiciones de estrés en todas las plantas (Gill y Tuteja,
2010).

El tocoferol, un lipido soluble, también es considerado un eliminador de ERO y
lipidos radicales. Es conocido como antioxidante en biomembranas, donde
juegan un papel de antioxidante y no antioxidante. Los tocoferoles son
localizados en la membrana de los tilacoides del cloroplasto de las plantas; de
los cuatro isdmeros de tocoferoles en plantas, el a-tocoferol tiene una alta
actividad antioxidante debido a la presencia de tres grupos metilo en su
estructura molecular (Kamal-Eldin y Appelgvist, 1996).

En todos los organismos fotosintéticos, los carotenoides [(-caroteno y
zeaxantina sirven para proteger a las células tanto por disipar el exceso de
excitacion de energia y eliminar ERO. Los carotenoides son pigmentos
encontrados en plantas y microorganismos ejerciendo una multitud de
funciones, desde el metabolismo de la planta hasta la tolerancia a estrés
oxidativo (Gill y Tuteja, 2010).

Por ultimo, los flavonoides presentes ampliamente en todo el reino vegetal
también poseen la capacidad de ser antioxidante. La habilidad de actuar como
antioxidante depende del potencial de reduccion de sus radicales; los
flavonoides y otros compuestos fendlicos absorben la luz UV y las plantas que
tienen la capacidad de sintetizar estos compuestos, son mas resistentes a la
radiacion UV (Clé, et al., 2008). Se ha reportado que muchos genes
relacionados a la sintesis de flavonoides son inducidos bajo condiciones de
estrés bidtico y abibético como herida, sequia y escasez de nutrientes (Winkel-
Shirley, 2002).

Asi, existen diversas moléculas no enzimaticas que regulan de diferente

manera los niveles de las ERO para un buen funcionamiento celular.

2.14 Calcio en el desarrollo de plantas

A través de su ciclo de vida, las plantas continuamente responden a diversas
sefales alterando su fisiologia, morfologia y desarrollo. Por consiguiente la
integracion de varias de sefales es crucial para determinar la respuesta final.

La capacidad de las plantas para dar una respuesta, refleja la presencia de un
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sistema complejo para reconocer la sefial y transducirla en células vivas (Taiz y
Zeiger, 2003). Dos de los elementos principales en la ruta de transduccion de
sefales de las células, son las ERO y el calcio (Steinhorst y Kudla, 2013).

El calcio representa uno de los iones mas versatiles y esenciales para las
plantas. Esta involucrado en casi todos los aspectos de desarrollo (White y
Broadley, 2003). En plantas, los incrementos en calcio citosoélico inducido por
diferentes estimulos es percibido y transducido por efectores especificos que
involucran proteinas de union a calcio y proteina cinasas que inician los
eventos rio abajo que llevan a cambios en la expresion de genes, en el
metabolismo, la division y elongacion celular (Lanteri et al.,, 2006). Dichas
proteinas son conocidas como sensores, por descifrar las concentraciones del
calcio especificos de algun estimulo (Kudla, 2012). Las calmodulinas, proteinas
parecidas a calmodulinas y proteina cinasas dependientes de calcio forman
redes de sefalizacion para transducir las concentraciones de calcio en

respuestas rio abajo (Kudla, 2012).

Uno de los sistemas donde se puede apreciar la participacion del calcio en el
desarrollo, son los tubos polinicos y pelos radicales. En los tubos polinicos, el
calcio se localiza en el apice y el gradiente de calcio oscila y corresponde al del
crecimiento, sugiriendo que algunos canales de calcio estan involucrados en el
mantenimiento de los gradientes de calcio (Dutta y Robinson, 2004). La
participacion del calcio en la formacion de pelos radicales también se ha
confirmado (Foreman et al., 2003). Al igual que el polen, los pelos radicales
exhiben gradientes de calcio presentes en el 4pice (Monshausen et al., 2008).
Ademas, la oscilacion del calcio es seguida por una oscilacion de especies
reactivas de oxigeno producido por las NADPH oxidasas (Monshausen et al.,
2007, 2008). Las NADPH oxidasas (RBOHC) se han localizado en la
membrana plasmatica del apice de los pelos radicales y son requeridos para un
apropiado crecimiento (Takeda et al., 2008). Las NADPH oxidasas poseen un
dominio de union a calcio y sitios de fosforilacion que parecen ser blancos de
proteinas cinasas dependientes de calcio (Takeda et al., 2008).
Consiguientemente, el calcio es un componente importante para mantener el
crecimiento polarizado de los pelos radicales y tubos polinicos. En otros

trabajos se ha observado el papel del calcio en la formacion de raices laterales.
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Las plantas de trigo tratadas con cloruro de lantano poseen menor formacion
de raices laterales (Zhi-xia et al., 2006; Huabo et al.,, 2013). Ademas, la
formacién de raices adventicias en explantes de pepino inducida por auxinas y
oxido nitrico, dependen en gran parte de la disponibilidad intra y extracelular
del calcio (Lanteri et al., 2006).

2.15 Calcio durante la simbiosis

El establecimiento de la interaccion planta-rizobacteria involucra procesos de
reconocimiento y sefalizacion donde participa el calcio. Durante la interaccion
de leguminosas con bacterias fijadoras de nitrégeno, la planta desarrolla una
Unica estructura llamada, noédulo. Después de reconocimiento de factores Nod,
ocurre una oscilacién en la concentracion del calcio en el nucleoplasma que a
su vez induce la expresion de genes especificos conocidos como nodulinas
(Oldroyd y Downie, 2008; Capoen et al., 2011). Para decodificar la oscilacion
del calcio, la planta posee proteinas con capacidad de unirse al calcio,
localizados en el citoplasma y nucleoplasma (Capoen et al., 2011).

El calcio también es importante en la simbiosis de leguminosas con hongo
micorrizicos. La incubacion con micorrizas, inducen la oscilacion del calcio
citosdlico, en pelos radicales de leguminosas. La oscilacion del calcio no se
observa en la mutante de M. truncatula dmil y dmi2, sugiriendo que la infeccién
por rhizobium y micorriza involucra componentes de sefalizacion comun. A
pesar de la semejanza, la oscilacion del calcio inducido por micorrizas exhiben
un corto periodo y pequefnas amplitudes comparado con la respuesta a factores
Nod (Kosuta et al., 2008). Esto implica que la sefializacion del calcio es una
caracteristica comun dentro de las interacciones planta-bacteria, teniendo un

papel importante para una buena asociacion y desarrollo de la planta.
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. JUSTIFICACION

La produccion y distribucion de las especies reactivas de oxigeno en el sistema
radical, son de gran importancia para una buena asociacion entre planta y
microorganismo. A. brasilense Sp245 es capaz de promover el crecimiento de
varias plantas de importancia econémica como el trigo. El estudio de la
produccion de las ERO en la planta durante la interaccién con esta rizobacteria

es importante para conocer el mecanismo molecular de la asociacion.
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IV. HIPOTESIS

Los cambios en la morfologia de la raiz inducidos por A. brasilense Sp245,

estan asociados con en los niveles del anién superoxido.
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V. OBJETIVOS
5.1 Objetivo general

¢ Estudiar la produccion del anion superoxido y la actividad de enzimas

antioxidantes en la raiz de trigo inoculadas con A. brasilense Sp245.
5.1.1 Objetivos particulares

“ Analizar el efecto de A. brasilense sobre la longitud y numero de raices

laterales en la raiz de trigo.

« Determinar la produccién de anion superéxido en la raiz de trigo durante

la interaccion con A. brasilense.

% Evaluar la actividad de las superoxido dismutasas y peroxidasas del
sistema radical de plantulas de trigo durante la interaccion con A.

brasilense.

« Analizar el papel del calcio sobre la morfologia de la raiz, produccion de
anion superoéxido y actividad antioxidativa durante la interaccion a través

de inhibir los canales de calcio.
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VI. MATERIALES Y METODOS
6.1 Material biologico

La bacteria Azospirillum brasilense Sp245 fue donada por la D.C Gladys

Alexandre de la Universidad de Tennessee USA.

Las semillas de trigo variedad NANA fueron donadas por el D.C. Mario

Gonzales del INIFAP Celaya, Guanajuato.
6.2 Medio LB minimo y mantenimiento de A. brasilense Sp245.

El cultivo de A. brasilense Sp245 se mantuvo en medio LB minimo estéril
(Peptona, 10g/l; Extracto de levadura, 5 g/l; NaCl, 5 g/l; MgSOa4, 0.186 g/l;
CaClz, 0.2775 g/l; Agar, 15 g/l), suplementado con Tetraciclina a una
concentracion de 10 ug/ml. Se resembro la bacteria cada tercer dia en medio
LB minimo solido incubando a 37 C durante 24 horas y posteriormente se

mantuvo a 4 C hasta su resiembra.
6.3 Preindculo e in6culo de A. brasilense Sp245

Para el preinéculo, se tom6 una azada de A. brasilense Sp245, y se inocul6 en
3 ml de medio LB minimo liquido suplementado con Tetraciclina a una
concentracion de 10 ug/ml. Posteriormente se incub6 a 28 'C durante 16 horas
en agitacion a 180 rpm (incubadora: Labnet 211DS (28°C). En cuanto al
inoculo, se partié con 50 ml de medio LB minimo al que se adicion6 150 pl del
preinéculo con una densidad Optica de 0.900 a 600 nm. Se mantuvo en las

mismas condiciones que el preindculo pero con 20 horas de incubacion.
6.4 Proceso de lavado de bacterias

Para lavar las bacterias, se centrifugé 1 ml del in6éculo (ODeoo nm: 0.900) a 12
000 rpm por 3 min. Se resuspendié en 1 ml de buffer de fosfatos estéril (0.39 gr
de fosfato de potasio KH2POa4, 8.80 gr de NaCl/para 1 litro sin ajustar pH), se
agitdé en vortex y se centrifugd como se menciona anteriormente. Se repite 2
veces el proceso y por ultimo se resuspende en un volumen final de 1 ml de
buffer. Para infectar a las plantas con 1x10% UFC se tomd 40 ul de este indculo

ya lavado. Para las concentraciones 1x108 y 2x108 se tomé6 1y 2 ml del in6culo
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respectivamente, se lavaron y se concentraron en un volumen final de 100 pl

de buffer de fosfatos.
6.5 Desinfeccion y germinacion de semillas de trigo

Las semillas fueron seleccionadas para homogenizar el tamafo. Se trataron
con una soluciéon de SDS al 1% por 3 minutos en agitacion. Posteriormente se
sumergieron en una solucion de cloro al 1% durante 5 minutos. Entre
tratamientos y al final se enjuagaron tres veces con agua destilada estéril hasta
quitar el olor del cloro. Las semillas desinfectadas se colocaron en papel filtro y
algodéon humedo (20 ml de agua destilada estéril) contenidos en cajas de petri
(15 semillas por caja). Las cajas fueron incubadas en oscuridad durante 3 dias
a267C.

6.6 Proceso de infeccidén de plantulas de trigo con A. brasilense

Las semillas germinadas durante 3 dias se trasfirieron a tubos de ensaye
conteniendo 4 ml de medio Murashige y Skoog (MS). Después se inocularon
con 1 x108, 1x108, y 2x108 unidades formadoras de colonias (UFC) de A.
brasilense previamente lavadas con buffer de fosfatos. Como control se uso el
mismo volumen de buffer de fosfatos para inocular a las plantas. Se incubaron
en una cadmara de crecimiento con las siguientes condiciones: 2 000 Lux, 26°C
y fotoperiodo de 16 horas luz y 8 de oscuridad durante el tiempo necesario

dependiendo del experimento.
6.7 Andlisis del efecto de A. brasilense sobre la raiz de trigo

Las plantulas de trigo fueron infectadas con A. brasilense y se incubaron en
una camara de crecimiento por 4 dias. Los pardmetros analizados fueron
longitud de la raiz, nUmero de raices laterales y de pelos radicales. Las plantas
fueron tefiidas durante 2 horas con una solucidn de cristal violeta (0.075% en
70% de etanol) y lavadas tres veces con agua para facilitar la observacion de

los pelos radicales.
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6.8 Tinciéon de raiz con DAPI

La raiz de trigo fue fijada con una solucion de paraformaldehido 4%, luego se
lavaron tres veces con buffer de fosfato de potasio 50 mM pH: 7. Se tifi6 el
nucleo con 1 pg/ml de DAPI por 30 minutos a 30 °C, seguido de tres lavados
con buffer de fosfatos. Para el analisis, se monté el tejido en portaobjetos con
glicerol al 50% y se analiz6 en microscopia de fluorescencia (Leica DM3000

con cdmara de DFC310FX) para registrar las raices tefiidas en fotografias.
6.9 Clareo de raiz

Las raices fueron clareadas de acuerdo a Malamy y Benfey, 1997. La raiz fue
sumergida en una solucion de 0.24 N HCI en 20% metanol e incubada a 62°C
por 1 h. Esta solucion fue reemplazada con 7% NaOH, en 60% etanol por 30
minutos a temperatura ambiente. Las raices fueron luego rehidratadas por 5
minutos con etanol al 40%, 20% y 10% para cada caso. Las raices fueron
montadas en porta objetos con glicerol al 50%. El analisis fue realizado con un

microscopio.
6.10 Analisis de la produccion de anion superéxido

Para detectar la produccién de anion superoxido en las plantulas de trigo, se
sumergid la raiz completa en una solucion de Nitroazul de Tetrazolio (NBT) al
0.1% disuelto en buffer de fosfato de sodio 50 mM, pH: 7.5, por 15 minutos.
Posteriormente se mantuvo en agua a 4°C y se observaron con un

estereoscopio 25 x (Leica MZ6).

La cuantificacion de anién superoxido se realizo de manera indirecta,
cuantificando el azul de formazan formado por la reduccion del NBT por el
anién superoéxido (Ramel et al., 2009). Se cortdé 2 cm de la parte apical de la
raiz y se molié con nitrdgeno liquido, el contenido de Azul de formazan de la
muestra se solubiliz6 en 1 ml de la solucion: 2 M KOH-Dimetyl Sulfoxide
(DMSO) (1:1.16, v/v) y posteriormente se centrifuga por 10 minutos a 12 000 g.
Se recupero el sobrenadante y se leyd la absorbencia por espectrofotometria a
630 nm (se cuantifica el azul de formazan formado en presencia de anién

superéxido). Las concentraciones se obtuvieron a partir de una curva estandar
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previamente realizada con concentraciones conocidas de NBT disuelto en

KOH-DMSO como se indica en el apéndice.

6.11 Preparacion de la muestra para determinar la actividad de SOD vy
peroxidasas

Se corto6 todo el sistema radical para analizar la actividad de enzimas totales.
Para el andlisis de las secciones se cortaron 5 mm del apice de la raiz y los
siguientes 5 mm que corresponde a la zona de diferenciacion. Posteriormente,
se pesaron para homogenizar la muestra y se molieron con nitrégeno liquido.
La muestra se mantuvo en 200 ul de buffer de fosfato de potasio 50 mM a 4 °C.
Se centrifugd durante 5 minutos a 12 000 rpm para recuperar el sobrenadante.
En seguida, se cuantificé la cantidad de proteinas totales por el método de
Bradford. La actividad de la SODs se detectd por espectrofotometria mediante
la inhibicién de la reduccién del NBT, se ocuparon 50 ug de proteina. También
se analiz6 la actividad de la SOD en geles de poliacrilamida al 10%, cargando
60 ug de proteinas totales. La actividad de las peroxidasas se realizé con geles
de poliacrilamida a la misma concentracion cargando 50 ug de proteina. El
procedimiento completo correspondiente a estos experimentos se encuentra en

el apéndice.
6. 12 Efecto del acido indol acético (AlA) sobre la raiz de trigo

Las plantas en tubos de ensaye fueron inoculadas con 1 uM de AlIA (disuelto en
DMSO). Se incubaron a las condiciones mencionadas arriba por 24 y 96 horas.
Posteriormente se analizo la longitud de la raiz, el nimero de raices laterales,

concentracion de anion superoxido, actividad de SODs y peroxidasas.

6.13 Efecto del cloruro de lantano (LaCl;) sobre el crecimiento de A.

brasilense Sp245

Se analiz6 en efecto del cloruro de lantano sobre el crecimiento de A.
brasilense. El in6culo (25 ml) fue crecido durante 24 horas en las condiciones
antes mencionadas, en presencia de 10 uM de cloruro de lantano (LaCls:

disuelto en agua destilada estéril). Como control para el tratamiento de LaCl;
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se uso 25 ul de agua destilada estéril. Se registré el crecimiento de la bacteria
cuantificando la densidad Optica a 600 nm (espectrofotometro: Beckman DU
530).

6.14 Efecto del cloruro de lantano (LaCl3) sobre el crecimiento de trigo

Las plantulas de 3 dias de germinacion se pasaron a tubos de ensaye con 4 mi
de medio MS y 10 uM de cloruro de lantano para inhibir los canales de calcio.
Para analizar el papel del calcio durante la interaccion con la bacteria, las
plantas fueron inoculadas con A. brasilense en presencia de LaCl;. Se
incubaron durante 24 y 96 h en la cAmara de crecimiento. Posteriormente se
analizg, longitud de la raiz, nimero de raices laterales, produccion de anion

superoéxido, la actividad de las SODs y Prxs.
6.15 Analisis estadistico

Para ver diferencias entre el tratamiento y el control se utilizo el programa

statistic. El analisis se hizo con la prueba de Tukey con una a = 0.05.
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VIl. RESULTADOS
7.1 Efecto de A. brasilense sobre el sistema radical de trigo

Como parte del establecimiento del sistema, se analiz6 el efecto de A.
brasilense sobre la arquitectura de la raiz de trigo. Para ello se germinaron
semillas de trigo en camas de algodén humedo durante 3 dias, posteriormente
se sembraron en tubos de ensaye conteniendo 4 ml de medio MS y las plantas
fueron infectadas con 1x10° ufc de esta bacteria. Cuatro dias después se
analizé la longitud la raiz seminal principal, el nimero de raices laterales y la
formacién de pelos radicales, la longitud y numero de células en el meristemo

de la raiz seminal principal.

El sistema radical del trigo es de tipo fasciculada donde no existe una raiz
principal, tipica de las gramineas. Durante la germinacion emergen las
primeras raices conocidas como raices seminales, que a su vez se dividen en
seminal y seminal principal. Por lo antes mencionado, el andlisis de la longitud

del sistema radical se realiz6 con la raiz seminal principal (Fig. 4).

Las plantas inoculadas con A. brasilense presentaron una longitud del sistema
radical mas corta que las control con un promedio de 57 y 4 cm
respectivamente (Fig. 5 A, B). Este mismo resultado habia sido reportado por
Spaepen et al., (2008), donde plantulas de trigo infectadas con diferentes
concentraciones de la bacteria reducen la longitud de la raiz de plantas de trigo

e inducen la formacion de pelos radicales.

A

<+— Raiz seminal

Raiz seminal principal

A

Fig. 4. Sistema radical de trigo. Planta de trigo con tres dias de germinacion
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Fig. 5. Longitud de la raiz seminal principal de trigo. A. Imagenes representativas
del sistema radical de plantulas de trigo de 4 dias después de la inoculacion. B.
Medicién de la longitud de la raiz. —Ab: sin inocular. +Ab: inoculado con 1x108 ufc de A.
brasilense. Las letras sobre la barra indican diferencias significativas de acuerdo a

Tukey a=0.05. Las barras denotan errores estandar. n=30 plantas.

El conteo de numero de raices laterales mostré un incremento en la formacion
de raices laterales en plantas inoculadas con Azospirilum. Ademas, la
formacion de la raiz lateral se localizé6 mas cercanamente al apice de laraizy a
lo largo de toda la raiz en plantas inoculadas (1.4 cm aprox). Mientras que las
plantas control mostraron un nimero menor de raices laterales, mas pequeias

y mas alejadas del apice (3.2 cm aprox) (Fig. 6).
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Fig. 6. Formacién de raices laterales. A. Imagenes representativas de la formacion
de raices laterales de plantulas de 4 dias después de la inoculacion. B. Numero de
raices laterales. n=20 plantas. C: Longitud entre el apice y la primera raiz formada
(LAPR). n=15. —Ab: sin inocular. +Ab: inoculado con 1x10°¢ ufc de A. brasilense. Las
letras sobre la barra indican diferencias significativas de acuerdo a Tukey a=0.05. Las

barras denotan errores estandar.

Las plantas inoculadas con Azospirillum también incrementaron la formacion de
pelos radicales fenébmeno que ocurre en la mayoria de los reportes donde se
trabaja con esta bacteria. Sin embargo, no se evalué el numero de pelos
radicales formados debido a la gran cantidad formada como se puede observar

en la figura 7.
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+Ab

Fig. 7. Formacion de pelos radicales. Imagen representativa de la formacion de pelos
radicales 4 dias después de la inoculacién. —Ab: sin inocular. +Ab: inoculado con 1x10°%

ufc de A. brasilense. n=20.

Debido a que Azospirillum reduce la longitud del sistema radical de trigo,
decidimos analizar mas a detalle cual seria el efecto sobre el meristemo de la
raiz seminal principal de estas plantulas, debido a que e menor division celular
reduce el crecimiento de la raiz. Para ello, raices de trigo de 4 dias de infeccion
fueron fijadas con paraformaldehido al 4% durante 24 horas y después se
tiferon con DAPI, que tifie el material genético de las células. Las plantas
tratadas con esta bacteria muestran un meristemo mas corto que las control,
ademas, se puede apreciar un incremento en el nimero de células en esta
zona. Por ultimo, también se puede observar una reduccion en el tamafio del
ndcleo y probablemente en el tamafio de las células dando como resultado un

mayor numero de células por area (Fig. 8. A, By C).
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Fig. 8. Efecto de A. brasilense sobre la zona meristematica de la raiz. A. Imagenes
representativas de la zona meristematica y en el recuadro el nimero de células en raiz de
trigo. B. Longitud del meristemo de la raiz. C. Conteo de células en un area determinada. Las
letras sobre la barra indican diferencias significativas de acuerdo a Tukey a=0.05. Las barras

denotan errores estandar. n=8 y 7 respectivamente. Barra = 500 yM.

Como otra manera de reducir el crecimiento de un 6rgano vegetal es disminuir
el tamafo de la célula, se aclareo la raiz de acuerdo a Malamy y Benfey

(1997), y se analizo el tamafio celular en la zona meristeméatica y en la zona de
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diferenciacion. El tamafio de las células en ambas zonas de las plantas
inoculadas fue menor comparada con las del control. Los resultados hasta
agui, sugieren que Azospirillum afecta el sistema radical reduciendo el tamafio

celular de la raiz (Fig. 9).

A)
/,// Zona de diferenciacion
//l
7
/‘
4
/ } Zona de elongacion
\ ) Zona meristematica
N ¥
B) C)

100 1 Zona de diferenciacion 20 - Zona meristematica
£ a o
= 80 - 3 a
- ~ 15 .
5 -
S 60 - b 8 b
[} > 10 A
o 40 ©
o (&)
'g 20 - 2 5
£ o lc_Ers 0

- +

Ab Ab -Ab +Ab

Fig. 9. Efecto de A. brasilense sobre el tamafio celular de la raiz. A. Imagen
representativa la zona meristematica y de diferenciacion de la raiz de trigo. B. Tamafio
celular de la zona de diferenciacion. C. Tamafio celular de la zona meristeméatica. Las
letras sobre la barra indican diferencias significativas de acuerdo a Tukey a=0.05. Las
barras denotan errores estandar. n=5 y 6 raices con 100 células para cada caso

respectivamente. Barra = 500 yM.
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7.2 Produccion de aniéon superoxido

Una gran cantidad de estudios han reportado el efecto de Azospirillum sobre la
arquitectura de la raiz de varias plantas de importancia econémica, como se
puede confirmar en este trabajo. Por lo tanto, esta bacteria afecta varios
procesos de la raiz, como cambios en la expresion de genes, rutas metabdlicas
y rutas de sefializacion que estan involucradas en el desarrollo y crecimiento de

las plantas.

Las ERO son moléculas involucradas en el crecimiento y desarrollo normal de
las plantas y recientemente se ha demostrado la importancia de la distribucion
de estas moléculas sobre el crecimiento de la raiz. Al observarse que el anion
superéxido se localiza principalmente en la zona de divisidbn y elongacion
celular, mientras que el peréxido de hidrogeno es encontrado en la zona de

diferenciacion (Dunand et al., 2007).

Debido a que en este estudio se observo que Azospirillum afecta la arquitectura
de la raiz, se decidi6 analizar del anion superdxido en la raiz de estas plantas

durante la interaccion con Azospirillum.

Primeramente, se localiza el sitio de produccion del anién superoxido en la raiz
de trigo. Las plantulas de tres dias de germinacion fueron tefiidas con NBT, un
compuesto que es reducido a azul de formazan al reaccionar con anién
superoxido. En la figura 10, se puede observar que la produccion de estas
moléculas se localiza principalmente en la parte apical del sistema radical, lo
gue concuerda con la zona de division y elongacién celular reportada para
Arabidopsis thaliana (Dunand et al., 2007).
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di

2 mm

Fig. 10. Distribucion del anion superoxido en la raiz de trigo. Plantulas de trigo de 3 dias
de germinacion fueron tefiidas con NBT (Nitroazul de Tetrazolio) durante 15 minutos. La

coloracion azul representa la tincién con NBT. Las flechas indican la parte apical de la raiz.

Posteriormente se indago sobre la produccion de estas moléculas durante la
interaccién con la bacteria. En plantas infectadas con 1x10° ufc se redujo
ligeramente la produccion del anion superéxido en la parte apical de la raiz,
este efecto fue mas notable cuando la plantas fueron tratadas con 1x108 y
2x108 ufc en donde la produccién de esta molécula se redujo completamente.
Esta reduccion en la produccién es dependiente de la concentracién de la
bacteria, ademas, en las plantas tratadas con 1x108 ufc, la producciéon del

aniéon superoxido se desplaza hacia la parte apical de la raiz.
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-Ab 1x10° 1x108 2x108 UFC

Fig. 11. Efecto de Azospirillum sobre la produccién del anion superéxido en plantas
de trigo. Plantulas de trigo inoculadas con diferentes concentraciones de Azospirillum y
tefiidas con NBT durante 15 minutos. La coloracién azul representa la tincion con NBT. —

Ab: plantas no inoculadas; UFC: unidades formadoras de colonias. Barra: 2 mm

Las concentraciones de bacterias antes utilizadas ya han sido reportadas y en
todas se ha observado un efecto sobre el sistema radical. Para descartar que la
reduccion en la producciéon de anidén superéxido observado en la raiz de trigo
se deba a un efecto toxico de A. brasilense, se decidi6 analizar la
concentracion de 1x10® UFC a diferentes tiempos de infeccion. Como se
observa en la figura 12 A, By C, en las plantas control, la producciéon de anion
superéxido se mantiene en el meristemo hasta las 72 horas e incrementa
ligeramente a 96 horas. Mientras que en las plantas tratadas con A. brasilense
se observa una reduccion en la concentracion del anién superoxido en la parte
meristematica, dependiente del tiempo de infeccién, debido a que a 96 horas
se ve una reduccibn mayor en la concentracibn de esta molécula. La
localizacion del anion superéxido concuerda con la localizacion de la zona de
divisién y elongacion celular. Estos resultados sugieren que A. brasilense altera
la produccion y distribucion del anién superoxido (6 de ROS) afectando asi las
zonas de divisién, elongacion y diferenciacion celular que controlan la

arquitectura de la raiz.
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Fig. 12. Produccion de anién superdxido en plantas inoculadas con Azospirillum a
diferentes tiempos. A. Imagenes representativas de la produccion del anién superéxido en
el sistema radical. B. Produccién de anién superdxido en el apice de la raiz seminal
principal, n=20. C. Cuantificacion indirecta de la produccion de anioén superédxido, n= 10,
Tukey a=0.05. Plantulas de trigo inoculadas con 1x10% UFC de Azospirillum y tefiidas con
NBT durante 15 minutos. La flecha indica formacion de raices laterales. La coloracion azul
representa la tincion con NBT. —Ab: plantas no inoculadas; +Ab: plantas inoculadas. Barra:

2 mm
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Ademas de la produccion de anion superoxido en la parte apical de la raiz,
también se observé la produccion de esta molécula en el 4pice de las raices
laterales (Fig. 13). La produccion parece ser mayor en las plantas inoculadas
con la bacteria debido a que las raices laterales de esta planta son mas
grandes que las no infectadas. Este resultado confirma que las ERO, en
particular el anion superdéxido, participa en la formacion de raices laterales. Sin
embargo, en este trabajo no se analiz6 a detalle la producciéon de anién

superéxido en estas raices laterales.

-Ab
24 h ;,\\
,&v—-‘ﬁ
7
F 4
9%6h

Fig.13. Produccién del anion superéxido en los meristemos de las raices laterales.
Plantulas de trigo inoculadas con 1x108 UFC de Azospirillum y tefiidas con NBT durante 15
minutos. La flecha indica formacion de raices laterales. La coloracion azul representa la tincion

con NBT. —Ab: plantas no inoculadas; +Ab: plantas inoculadas. Barra: 2 mm. n=20

7.3 Actividad de las superoxido dismutasas y peroxidasas

En la planta, el balance en la produccion y eliminacién de las ERO es de gran
importancia para el adecuado desarrollo. Este balance es mantenido por
enzimas que producen ERO, como la NADPH oxidasa y enzimas que eliminan
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o convierten a las ERO en otras moléculas menos reactivas como las SODs,
Cat, Prxs).

Debido a que Azospirillum induce una disminucion en la concentracion del
anion superoéxido en el 4pice de la raiz de trigo, fue de gran interés analizar si
la actividad de enzimas antioxidantes como la superoxido dismutasas y
peroxidasas estaban involucradas en dicho fenbmeno. Las plantas fueron
infectadas con 1x108 UFC de la bacteria durante 24 horas, posteriormente se

analiz6 la actividad de estas enzimas.

Se detectaron 3 bandas de actividad de superéxido dismutasas, donde solo las
bandas 1 y 3 incrementaron su actividad durante el tratamiento con
Azospirillum (Fig. 14 A). Mientras que en la actividad de las peroxidasas se
observo un aumento en la actividad de todas las bandas detectadas y

particularmente en una banda durante el tratamiento con la bacteria (Fig. 14 B).

A) Superodxido dismutasa B) Peroxidasas

-Ab  +Ab -Ab +Ab

Fig. 14. Actividad de sistemas antioxidantes de trigo durante la interacciéon con
Azospirillum. A. Actividad de la superdxido dismutasa. 90 yg de proteina. B. Actividad de
las peroxidasas. 30 ug de proteina. Plantulas de trigo inoculadas con 1x108 UFC de
Azospirillum durante 24 h. -Ab: plantas no inoculadas; +Ab: plantas inoculadas. Las flechas

indican bandas con incremento en actividad.
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La actividad de las enzimas mostradas en la figura 14 es el resultado en todo el
sistema radical. Por lo tanto, para correlacionar a detalle la reduccion en la
concentracion de anién superdxido con la actividad de estas enzimas, se
analizo solamente el meristemo de la raiz. Se disectaron 5 mm del apice y los 5
mm mas arriba que correspondian a la zona apical (A) y zona media (M)

respectivamente (Fig. 15 A).

En estas dos secciones no se observo la actividad de la banda 2 observada en
la figura 14 A. La actividad de la SODs de las bandas 1y 3 es baja en la parte
meristeméatica de las plantas control, contrario a la parte media donde hay una
alta actividad de estas enzimas. En ambas secciones, esta actividad fue
incrementada durante el tratamiento con Azospirillum, sugiriendo que estas
enzimas regulan los niveles del anion superoxido en la parte meristematica de
la raiz (Fig. 15 By C).
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Fig. 15. Actividad de la superéxido dismutasa en meristemo radical. A. Imagen
representativa de las secciones de la raiz de trigo. B. Actividad de superéxido dismutasa, 60
ug de proteina. C. Cuantificacion espectrofotométrica de la actividad de la superdxido
dismutasa, n=10. Plantulas de trigo inoculadas con 1x108 UFC de Azospirillum durante 24 h.
-Ab: plantas no inoculadas; +Ab: plantas inoculadas. Las flechas indican bandas con
incremento en actividad. -AbA: meristemo de plantas no inoculadas. +AbA: meristemo de
plantas inoculadas. -AbM: parte media de plantas no inoculadas. +AbM: parte media de
plantas inoculadas. Las letras sobre la barra indican diferencias significativas de acuerdo a

Tukey a=0.05. Las barras denotan errores estandar.
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La actividad de las peroxidasas que utilizan el H202 en las plantas control, al
igual que en la SODs mostraron una baja actividad en la parte meristematica
comparada con la seccion media. Sin embargo, se observa que la parte media
posee una alta actividad de peroxidasas. Esta alta actividad en la seccion
media podria deberse a que las peroxidasas estan relacionadas con

diferenciacion celular que se encuentra en esta seccion.

Durante el tratamiento de trigo con Azospirillum, la actividad de las peroxidasas
se incrementada en la zona apical como en la zona media. Ademas, bandas de
peroxidasas que tienen una baja actividad en la zona apical se incrementa
durante la interaccién con la bacteria (Fig.16) Esto demuestra que Azospirillum
afecta el sistema radical de las plantas de trigo a través de la regulacion en la
distribucién y concentracion del anién superdxido en la parte apical de la raiz
de estas plantas, mediante el control de la actividad de las SODs y Prxs

inducidas por la bacteria.

-

Fig. 16. Actividad de las peroxidasas en el meristemo radical de plantulas de trigo.
Actividad de las peroxidasas con 50 ug de proteina. Plantulas de trigo inoculadas con
1x108 UFC de Azospirillum durante 24 h. -Ab: plantas no inoculadas; +Ab: plantas
inoculadas. Las flechas indican bandas con incremento en actividad. -AbA: meristemo
de plantas no inoculadas. +AbA: meristemo de plantas inoculadas. -AbM: parte media

de plantas no inoculadas. +AbM: parte media de plantas inoculadas.
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7.4 Efecto del acido indol acético sobre la raiz de trigo

El acido indol acético es una de las hormonas que regulan una gran cantidad
de procesos biologicos en la planta. Se ha reportado que plantas tratadas con
AlA exdgeno reducen la longitud de la raiz e incrementan el nimero de raices
laterales. Debido a que esta hormona es producida por Azospirillum brasilense,
se ha sugerido en algunos reportes que es la responsable de modificar la
arquitectura del sistema radical de las plantas de trigo y posiblemente la

concentracion de ERO.

Para confirmar esta idea, las plantas fueron tratadas con 1 uM de AIA durante
24 y 96 horas; a 24 horas, se observo que el AlA acorta la raiz de las plantas
de trigo, semejante a lo que sucede con las plantas tratadas con Azospirillum
(Fig. 17). Este efecto se observé mas claramente a 96 horas, donde las plantas
control presentaron una longitud de la raiz seminal principal 6.39 cm en
promedio, mientras que las tratadas con AIA y Azospirillum las longitudes

fueron de 4.05y 4.8 cm.
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Fig. 17. Efecto del AIA sobre el sistema radical de trigo. A. Longitud del sistema
radical. B. Formacion de raices laterales. Las plantas fueron inoculadas con 1 uM de AIA
(disuelto en DMSO) y 1x10® UFC de Azospirillum. Las letras sobre la barra indican
diferencias significativas de acuerdo a Tukey a=0.05. Las barras denotan errores

estandar. . -Ab: plantas no inoculadas; +Ab: plantas inoculadas. n=10.

El andlisis en el numero de raices laterales durante el tratamiento con AlA,
muestra que esta hormona lo incrementa (Fig. 17 B). Las plantas tratadas con
Azospirillum presentaron 11.8 raices laterales por planta y las tratadas con AlA,
10.4, no habiendo una diferencia entre ellas, pero si respecto al control con 6.7

raices laterales por planta. Otra observacion que hay que resaltar, es que los
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pelos radicales se forman mas cerca del apice. Estos resultados confirman la

capacidad del AIA para modificar el sistema radical de las plantas.

Ademas, la concentracion de anion superdxido en la parte apical de las plantas
con el AIA se reduce al igual que en presencia de Azospirillum (Fig. 18).
Posiblemente la baja concentracion de anion superéxido conlleva a un

meristemo mas corto y consecuentemente a todo el sistema radical.

Esta reduccion podria deberse al incremento de la actividad de la superdxido
dismutasa y peroxidasas en el meristemo de la raiz de estas plantas, como se
ha observado con Azospirillum. Para confirmar las actividades de las SODs y
Prxs fueron analizadas en geles de poliacrilamida. Los resultados muestran
que esta fitohormona induce la actividad de estas dos enzimas. Siendo las
bandas 1y 2 de las SODs las que incrementan su actividad al igual que en las
plantas inoculadas con Azospirillum. Para el caso de las peroxidasas, se
observé un ligero incremento en la actividad, sin embargo, esta actividad

parece no diferir del control (Fig.19).

+Ab AlA

96 h

24 h

Fig. 18. Concentracion de anién super6xido en presencia de acido indol acético
(AIA). Las plantas fueron inoculadas con 1 uyM de AIA (disuelto en DMSO) y 1x108 UFC de
Azospirillum. . -Ab: plantas no inoculadas; +Ab: plantas inoculadas. La coloracion azul

representa presencia de anion superdxido. n=10 plantas.
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Estos resultados sugieren que el AIA sintetizado por Azospirillum es el
responsable de modificar el sistema radical de las plantas de trigo, reduciendo
la longitud de la raiz, incrementando el numero de la raiz lateral, reduciendo en

la produccién de anidn superoxido e incrementando la actividad de los sistemas

antioxidantes.
A) Superoxido dismutasa B) Peroxidasas
-Ab +Ab AIA -Ab +Ab AIA

Fig. 19. Actividad de SOD y peroxidasas durante el tratamiento con acido indol
acético (AlA). A. Superdxido dismutasa, 60 ug. B. Peroxidasas, 50 pg. -Ab: plantas no
inoculadas; +Ab: plantas inoculadas. AlA: acido indol acético 1uM. Las flechas indican

bandas con incremento en actividad.

7.5 Papel del calcio durante la interaccion

El calcio es conocido como un segundo mensajero que transduce las sefales
inducidos por algun estimulo. Se ha demostrado que el calcio es de suma
importancia para el desarrollo de la planta junto con las ERO. La participacion
del calcio durante la interaccion planta-microorganismo se ha estudiado

extensamente en Rhizobium-leguminosas (Kosuta et al., 2008).
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En este trabajo, se analizo la importancia del calcio durante la interaccion trigo-
Azospirillum. Para esto, las plantas fueron incubadas con cloruro de lantano, un

inhibidor de canales de calcio.

Los resultados obtenidos indican que el calcio no estd involucrado en la
reduccion de la longitud de la raiz de trigo inducido por la bacteria. Las plantas
tratadas con cloruro de lantano al igual que el control, presentd 5.9 cm de
longitud de la raiz en promedio. Mientras que las plantas tratadas con cloruro
de lantano junto con la bacteria presentaron una raiz principal mas corta que
las control (Fig. 20 A).

Sin embargo, el numero de raices laterales se ve afectado con el cloruro de
lantano, incluso cuando las plantas fueron tratadas con Azospirillum. La
formacion de raices laterales en plantas tratadas con cloruro de lantano junto
con Azospirillum se revierte ligeramente, pero no es comparable con las
plantas inoculadas so6lo con la bacteria. Todas las diferencias se pueden
observar a 96 horas después de la inoculacion, comprobando que el calcio es

importante para la formacién de raices laterales (Fig. 20 B).
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Fig. 20. Participaciéon del calcio en el crecimiento y formacion de raices laterales. A.
longitud del sistema radical. B. Formacién de raices laterales. —Ab: sin inocular. +Ab:
inoculado con 1x108 ufc de A. brasilense. CL: cloruro de lantano 10 uM. CL+Ab: cloruro de
lantano + A. brasilense. Las letras sobre la barra indican diferencias significativas de

acuerdo a Tukey a=0.05. Las barras denotan errores estandar. n=20 plantas.
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La produccion de anion superoxido en estas plantas también fueron analizadas,
donde las plantas tratadas con cloruro de lantano durante 24 h, reduce la
concentracion de anidén superdxido en la parte meristemética de la raiz sin
afectar la distribucion de estas moléculas. A 96 h de tratamiento, la
concentracion no tuvo diferencias significativas comparadas con el control a
este tiempo. En cambio las plantas tratadas con LaCls junto con Azospirillum
reducen la concentracion de anion superéxido afectando la distribucion al igual

gue las plantas tratadas s6lo con Azospirillum (Fig. 21 Ay B).

Por lo tanto, el calcio participa en la produccion de anién superdxido, como se
observa en plantas tratadas durante 24 h con el inhibidor. Pero no participa en
la modificacion de la distribucion de anién superéxido inducido por Azospirillum.
Ya que en presencia de LaCls, Azospirillum afecta la produccion de anion

superéxido en el meristemo de la raiz (Fig. 21 Ay B).
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Fig. 21. Participacién del calcio sobre la concentracién de anién superéxido. A.
Produccion de anién superéxido. B. Cuantificacion de la concentracién de anion
superoxido. —NBT: sin tefiir con Azul de tetrazolio. —Ab: sin inocular. +Ab: inoculado con
1x10°¢ ufc de A. brasilense. CL: cloruro de lantano 10 uM. CL+Ab: cloruro de lantano + A.
brasilense. Las letras sobre la barra indican diferencias significativas de acuerdo a Tukey

a=0.05. Las barras denotan errores estandar. n=10 plantas.

La participacion del calcio sobre la actividad de los sistemas antioxidantes
inducido por Azospirillum fue analizada (Fig. 22). En las plantas no inoculadas,
se observa la actividad normal de las bandas 1 y 3 de las SODs. Durante la

interaccion trigo-Azospirillum, estas bandas incrementan la actividad como se
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menciono en resultados anteriores. Al tratar las plantas con cloruro de lantano,
la actividad de la SOD no se ve alterada, aunque se observa un ligero
incremento de la actividad de la banda 3. Cuando las plantas fueron tratadas
con cloruro de lantano en combinacion con Azospirillum, el incremento en la
actividad inducido por esta bacteria, no se observa claramente, sin embargo se

ve un ligero incremento en la actividad de estas dos bandas (Fig. 22).

La actividad de las peroxidasas en plantas tratadas con Azospirillum se ve
incrementada comparado con el control. Por lo tanto, el cloruro de lantano no
afecta la actividad de las peroxidasas en plantas control y tratadas con la

bacteria.

El papel del calcio para mediar respuestas celulares es muy reportado. Con
estos resultados, el calcio es un componente importante para inducir la
actividad de la superéxido dismutasa en plantas de trigo durante la interaccion
con Azospirillum. En el caso de las peroxidasas parece no depender de la

sefalizacion del calcio, por lo menos a estos tiempos de experimentacion.

A) Superdéxido dismutasa B) Peroxidasas

-Ab  +Ab  CL CL+ADb -Ab_+Ab CL CL+Ab

-

il =

Fig. 22. Participacion del calcio sobre la actividad de SODs y Prxs durante la
interaccion Azospirillum-Trigo. A. Superoxido dismutasa, 60 ug. B. Peroxidasas, 50
Mg. -Ab: plantas no inoculadas; +Ab: plantas inoculadas. CL: cloruro de lantano 10 pM.
CL+ADb: cloruro de lantano + A. brasilense. 24 h de inoculacion. Las flechas indican

bandas con incremento en actividad.
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VIIIl. DISCUSION

El sistema radical de las plantas es colonizado por una gran variedad de
microorganismos, siendo una de ellas las rizobacterias que tienen la capacidad
de mejorar el crecimiento vegetal mediante la fijacion del nitrégeno, produccion
de fitohormonas, biocontrol o proteger a las plantas ante diferentes tipos de
estrés abidtico. El caso mas documentado de fitoestimulacion al crecimiento
vegetal, es la produccion de auxinas con la bacteria del género Azospirillum,
siendo una de las PGPR las mas estudiadas en este campo. Por esta razon,
Azospirillum se esta comercializando y aplicando en una gran variedad de
plantas de importancia econdmica dando un alto rendimiento (Helman et al.,
2011).

En trabajos previos, se ha reportado que las plantas inoculadas con
Azospirillum muestran una longitud de la raiz mas corta que las no inoculadas y
un incremento en la formacion de raices laterales y pelos radicales, lo que
permite a la planta una mayor area para la absorcion de agua y nutriente
(Spaepen et al., 2008). Se ha sugerido que el factor por el que Azospirillum
promueve el crecimiento vegetal se debe principalmente a que la bacteria
produce auxinas (Spaepen et al., 2007, 2008, 2014). Sin embargo, el
mecanismo molecular y bioquimico de como Azospirillum afecta la arquitectura

del sistema radical de las plantas es aun desconocido.

En este trabajo, la inoculacion de plantas de trigo con A. brasilense Sp245
provocd una disminucién en la longitud del sistema radical, un incremento la
formacién de raices laterales y pelos radicales. Ha sido ampliamente
documentado que el efecto benéfico de las rizobacterias se debe a través de
modificar el sistema radical (Spaepen et al., 2008, 2014; Zamioudis et al.,
2013). Zamioudis et al., (2013), observaron que la reducciéon en la longitud de
la raiz primaria de A. thaliana es respuesta a Pseudomonas fluorescens
WCS417 fue debido a efectos en la expansion celular mas que en la
organizacién y funcién del meristemo. En este estudio, las plantas de trigo
inoculadas con Azospirillum presentaron un meristemo de menor tamafo.
Andlisis mas detallado demuestra que el tamafio celular de la zona

meristematica y de diferenciacion es mas pequefio, lo anterior sugiere que
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Azospirillum afecta el sistema radical a través de modificar el tamafio celular,
posiblemente incrementando la rigidez de la pared celular lo que evita la
elongacion celular o inducir la diferenciacién celular mas cercanamente al
meristemo. Esta (ltima posibilidad, puede ser mas acertada, ya que la
formacion de pelos radicales y raices laterales ocurrié6 mas cerca al meristemo

de la raiz.

Durante las primeras etapas de la interaccion, las rizobacterias inducen
cambios en el metabolismo y expresion de genes en el hospedante, donde
involucra una gran cantidad de moléculas sefiales como las especies reactivas
de oxigeno y el calcio como segundo mensajero (Nanda et al., 2010). Dentro
del modelo Rhizobium-leguminosa, la percepcion de factores Nod induce un
incremento en la produccién de ERO en los pelos radicales a los primeros 15
segundos y disminuye posteriormente a los 3 minutos (Cardenas et al., 2008).
Un resultado contradictorio fue mostrado por Lohar et al., (2007), donde la
produccion de estas moléculas disminuyen después de la adicién de los
factores Nod, modificando la estructura de los pelos radicales para la
asociacion. Asi que los cambios en la concentracion y sitios de produccion de
las ERO inducen cambios morfologicos en los pelos radicales o en la raiz
(Lohar et al., 2007; Tsukagoshi et al. 2010). Las especies reactivas de oxigeno
estan distribuidas en distintas zonas de la raiz modulando la proliferacion y
diferenciacion celular (Tsukagoshi et al. 2010). Se ha reportado que el anién
superoéxido se localiza en el meristemo de la raiz, mientras que el peréxido de
hidrégeno se observa en la zona de diferenciacion de plantas de A. thaliana
(Dunand et al., 2007; Tsukagoshi et al. 2010). Esta distribucion, respecto al
anién superéxido observado en el reporte anterior, es semejante a la que se
observa en plantas de trigo. Por lo tanto, las ERO regulan varios procesos
relacionados al crecimiento y desarrollo de la raiz. Asi que los cambios en la
arquitectura del sistema radical de trigo inducido por Azospirillum podrian estar
asociados con la produccion del anion superoxido. Al analizar la produccion de
esta molécula en la raiz de trigo durante la interaccion con Azospirillum, se
observa que, Azospirillum modifica la concentracion y distribucion de las ERO.
La presencia de anion superéxido se recorre mas hacia el apice de la raiz que

co-localiza con el tamafio del meristemo. Ya que el anion superoxido esta
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relacionado con proliferacion celular, que en este caso se localiza en el
meristemo de la raiz, mientras que el peréxido de hidrégeno es localizado en
zonas de diferenciacion celular (Dunand et al., 2007). Estos resultados
sugieren que esta bacteria modifica la produccion y distribucion de las ERO en
la raiz y como estas moléculas controlan la proliferacion y diferenciacion
celular, afectan el tamafo del meristemo y tamafio celular, consecuentemente

toda la arquitectura del sistema radical.

Por otra parte, como la acumulacion excesiva o mala distribucion de las ERO
afectan la integridad celular, las plantas estan equipadas con una gran cantidad
de genes relacionados con ERO que controlan la produccion y eliminacion de
estas moléculas (Mittler et al., 2004). Algunos de estos genes codifican para
sistemas antioxidantes como las superoxido dismutasas y peroxidasas. Los
cambios en la distribucion y concentracion de anion superoxido en la raiz de
trigo inducidos por Azospirillum, debe ser estrictamente regulada. La actividad
de las superoxido dismutasas y peroxidasas en el meristemo de la raiz de trigo
se incrementa durante la interaccion con la bacteria. La actividad de dos
bandas de SOD en el meristemo de la raiz se ve incrementada. Este efecto
podria ser el responsable de la modificacion de la concentracion de anién
superéxido en el meristemo de la raiz, debido a que la SOD convierte el anion
superoxido a peroxido de hidrogeno. Por otro lado, respecto a la actividad de
todas las bandas de peroxidasas en el meristemo de la raiz también se
incrementan, en particular una banda de actividad que es exclusivamente para
el meristemo. En algunos reportes se ha remarcado la importancia de las
enzimas antioxidantes durante la interaccibn = Rhizobium-leguminosa
(Matamoros et al., 2003). La participacion de SODs, ascorbato peroxidasas,
glutation peroxidasas es crucial para el establecimiento de la interaccion y
desarrollo del ndédulo (Matamoros et al.,, 2003). Ademas, se ha reportado el
incremento en la actividad de ascorbato peroxidasas, glutation reductasas,
catalasas y lipooxigenasas en alfalfa durante las primeras etapas de la
interaccion con S. meliloti (Bueno et al., 2001). Asi que los autores sugieren
gue el incremento en la actividad de los antioxidantes durante la interaccién
podria estar relacionado con la diferenciacion del tejido en el caso del nddulo y

lo mismo podria suceder en el cambio en la arquitectura de la raiz en trigo, a
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través de la regulacion de los niveles de las ERO. Sin embargo, seria
interesante conocer el mecanismo por el cual Azospirillum regula la actividad
de los sistemas antioxidantes y la produccion del anion superdxido, para que

pudiese cambiar la morfologia de la raiz.

Las auxinas, son una de las hormonas mas importantes en la vida de las
plantas y estan implicadas en muchos aspectos de desarrollo, tales como la
modificacion de la arquitectura de la raiz (Vanneste y Friml, 2009). Reportes
recientes han sefialado que esta hormona funciona como una molécula de
sefalizacion durante la interaccion planta-microorganismo. Se estima que un
80% de las rizobacterias tienen la habilidad de producir auxinas (Patten y Glick,
1996). Recientemente, se ha reportado que las auxinas producidas por
Azospirillum brasilense actia como una molécula sefial durante la interaccion
con A. thaliana (Spaepen et al., 2014). La inoculacion de plantas de A. thaliana
con Azospirillum induce cambios en la expresién de genes relacionados a
hormonas y a defensa, asi como también en genes relacionados a la
modificacion de la pared celular. Sin embargo, la mutante que sélo produce el
10% de las auxinas, no induce cambios transcripcionales en la planta. Este
reporte ilustra el papel de las auxinas en la interaccion Azospirillum-Arabidopsis

y posiblemente ocurra lo mismo durante la interaccion con plantas de trigo.

La aplicacion exdgena de auxinas induce cambios en la produccién de
especies reactivas de oxigeno en plantas de A. thaliana, sugiriendo que las
ERO funcionan como un componente rio abajo de la via de transduccion de
sefial mediada por auxinas (Joo et al., 2001). Ademas, la exposicion de raices
de tomate a auxinas exogenas, es seguido por cambios en la distribucién de
las especies reactivas de oxigeno en el apice de la raiz (Tyburski et al., 2009).
El efecto de estas auxinas es mediada por un incremento en la actividad y
expresion de genes de las superdxido dismutasas, catalasas y peroxidasas que
regulan la concentracion de ERO (Tyburski et al., 2009). De acuerdo a estos
antecedentes, nosotros encontramos que la aplicacion de 1uM de acido indol
acetico a las plantas de trigo, mimetiza los efectos inducidos por Azospirillum
brasilense. El tratamiento con auxinas, reducen la longitud del sistema radical e
incrementan la formacion de raices laterales y pelos radicales. La distribucion

del anion superoxido en la raiz se modifica durante el tratamiento y se observa
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un incremento en la actividad de las SODs y peroxidasas. Con este resultado
podemos pensar que Azospirillum modifica el sistema radical de trigo a través

de la sefalizacion mediada por auxinas.

Otro de los componentes en la transduccion de sefiales durante la interaccion
planta-microorganismo, es el calcio. La oscilacion en la concentracion del calcio
citologico se ha observado durante la interaccion Rhizobium-leguminosa. Esta
oscilacion es una firma importante que son reconocidos por proteinas que
tienen la capacidad de unir calcio. En la ruta de sefializacion de las auxinas
también involucran el calcio, ya que la aplicacion de auxinas a coleoptilos de
maiz inducen un incremento en el calcio citosolico (Felle, 1988). Ademas, la
formacién de raices adventicias en explantes inducidos por auxinas dependen
de la disponibilidad intra y extracelular del calcio (Lanteri et al., 2006). El
andlisis de la participacion del calcio durante la interaccién Azospirillum-planta
de trigo di6 como resultado que el calcio no participa en la reduccién de la
longitud de la raiz inducido por Azospirillum. Al igual que en la modificacion de
la distribucién de anion superéxido e incremento en la actividad de los sistemas
antioxidantes inducido por esta bacteria. Sin embargo, la formacién de raices
laterales en plantas tratadas con Azospirillum es dependiente del calcio, ya que
las plantas tratadas con un inhibidor de canales de calcio (LaCl3) junto con
Azospirillum son incapaces de formar raices laterales, que concuerda con los
reportes donde el calcio es un componente importante en la formacion de

raices laterales (Lanteri et al., 2006).

En conjunto estos resultados nos indican que las auxinas producidas por A.
brasilense modifican los niveles y la distribucion de las especies reactivas de
oxigeno a través de incrementar la actividad de sistemas antioxidantes como
las superoxido dismutasas y peroxidasas que regulan los niveles de estas
moléculas. Las ERO controlan el balance entre proliferacién y diferenciacion
celular en la raiz, por lo tanto, al modificar la distribucién, modifican la
arquitectura de la raiz. Y por dltimo la formacion raices laterales inducida por

auxinas es dependiente de calcio (Fig. 23.)

Hay que tomar en cuenta que la modificacion en la distribucion de las ERO no

dependen totalmente de los sistemas antioxidantes. La expresion de genes
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NADPH oxidasas productoras de ERO en la raiz también son reguladas

durante la interaccion (Lohar et al., 2007). El estudio de la sefializacién de las

auxinas involucrando a las ERO, calcio, NADPH oxidasas y proteinas de unién

a calcio seria interesante desarrollarlas.
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Fig. 23. Modelo de la interaccién Azospirillum-trigo. SOD: Superéxido dismutasa, PRX:
Peroxidasas, O2: Oxigeno molecular, O2-: Anidn superéxido, H202: Perdxido de hidrégeno,
H20: Agua, zd: Zona de diferenciacién, ze: Zona de elongacién, zm: Zona meristematica.

La coloraciéon azul representa la produccion de anién superoxido. Las flechas verdes
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IX. CONCLUSION

A. brasilense reducen la concentracion de anidén superéxido, incrementa la
actividad de la superoxido dismutasa y peroxidasas en el apice de la raiz de
trigo. El efecto observado durante la interaccion, involucra la sefalizacion de
auxina. El mecanismo seguido por A. brasilense para afectar la concentracion
de anién superoéxido en el meristemo no depende totalmente de la sefializacion

del calcio. Mientras que para la formacion de raices laterales es indispensable.
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XI. Apéndice

Protocolo No. 1

Desinfeccion de semillas de trigo

Material:

Vasos de precipitado Alcohol a 70%
Pinza Semillas de trigo
Plancha y mosca para agitar SDS al 1%

H20 destilada estéril Cloro al 1%

Campana de flujo laminar

Procedimiento:

1.- sumergir las semillas de trigo en una solucién de SDS al 1% y agitar

durante 3 minutos

2.- enjuagar las semillas 3 veces con H20 destilada estéril con 2 minutos en

cada tiempo

3.- enseguida, sumergir las semillas en una solucion de cloro (cloralex) al 1%

por 5 minutos

4.- enjuagar las semillas 3 veces con H20 destilada estéril con 2 minutos en

cada tiempo

Soluciones:

Cloro: tomar 1 ml de cloro (clorox) y disolverlo en 99 ml de H20 destilada estéril

SDS: pesar 1 gr de SDS y disolverlo en 100 ml de H20 destilada estéril
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Protocolo No. 2

Germinacion de semillas de trigo

Materiales

Pinza

H20 destilada estéril

Pipeta de 10 ml

Papel filtro y algodon estéril

Cajas petri

Procedimiento:

1.- Con una pinza poner el algodon y papel filtro en cajas petri

2.- Adicionar 10 ml de H20 destilada estéril

3.- Acomodar las semillas previamente desinfectadas en la caja petri
4.- Tapar con papel filtro

5.- Adicionar 5 ml de H20 destilada estéril

6.- Sellar la caja e incubarlos a 26 °C en oscuridad durante 3 dias o

dependiendo del experimento

(el I

——
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Protocolo No. 3

Crecimiento de plantulas de trigo en medio MS liquido

Materiales:

Pinza Medio ms
Tubos de ensaye estériles Pipetas de 5 ml
Semillas previamente geminadas Gradillas
Campana de flujo laminar Alcohol al 70%

Procedimiento:

1. Poner 4 ml de medio ms en cada tubo de ensaye

2. Con la ayuda de una pinza estéril, colocar cuidadosamente las plantas
en los tubos de ensaye (uno por cada tubo)

3. Incubarlos en una camara de crecimiento con las siguientes condiciones:
2000 Lux, 26°C con un Fotoperiodo de 16 horas luz-8 horas oscuridad.

(Se incuba el tiempo deseado, dependiendo el experimento)

4. Para la infeccion, se le agrega la cantidad de bacteria al tubo después de

haber puesto la planta.
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Protocolo 4

Preparacion de medio MS para 1L

Materiales:
Vaso de precipitado Potencidometro
Probeta Stock para medio ms

Mosca y plancha de agitacion

Procedimiento:
1.- vaciar 900 ml de agua destilada estéril en un vaso de precipitado

2.-adicional los siguientes componentes

Stock | 1ml
Stock Il 10 ml
Stock 11l 5mi
Stock IV 1ml
Stock V 10 ml
Stock VI 10 ml

3.-adicionar 30 gr de sacarosa y agitar con la plancha
4.-ajustar el pH a 5.75
5.-aforar a 1 | y esterilizar a 20 libras de presion por 20 minutos

FIN
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Protocolo No. 5

Medio LB minimo (1 L)

Materiales:

Micropipetas Mosca

Vaso de precipitado de 1 o 2 litros Plancha agitadora
Potenciometro H20 destilada

Procedimiento:

1.-Pesar los siguientes componentes para 1 litro

Reactivos Cantidad
Triptona 1049
Extracto de levadura 59

Cl Na 59

Mg SOa4 0.186 g
Cl; Ca 0.2775 g
Agar bacterioldgico 159

2.-Adicionar 950 ml de agua destilada estéril y disolver completamente
3.- Ajustar el pH a 7 y esterilizar

Nota: el agar se adiciona solo cuando se hace medio solido

UMSNH
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Protocolo No. 6

Preinoculo e inoculo de A. brasilense Sp245

Materiales:

Matraces Incubadora con agitacion
Micropipetas y puntas estériles Tubos de ensaye estéril y gradilla
Aza bacterioldgica A. brasilense crecido en medio

_ L . solido (no mas de 20 horas)
Medio LB minimo liquido

Tetraciclina disuelta en etanol
absoluto

Prein6culo

1. Tomar una azada de A. brasilense Sp245

2. Inocular en 3 ml de medio LB minimo liquido suplementado con
Tetraciclina a una concentracion final de 10 pg/ml.

3. Posteriormente incubar a 28 C durante 16 horas en agitacion constante

a 180 rpm.

In6culo

1. Se partié con 50 ml de medio LB minimo (con la concentracién de TC
antes mencionada)

2. Adicionar 150 pl del preinéculo con una densidad éptica de 0.900 a 600
nm.

3. Mantener en las mismas condiciones que el Preindculo pero con 20

horas de incubacion.
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Protocolo No. 7

Preparacidon de Tetraciclina (TC)

Materiales:

Tubos eppendorf Capsulas de Tetraciclina 500 mg
Micropipetas y puntas estériles Centrifuga

Campana de flujo laminar Alcohol al 70%

Etanol absoluto Vortex

Procedimiento:

Vaciar el contenido de una capsula de Tetraciclina en un tubo eppendorf
Adicionar 1 ml de etanol absoluto

Agitar en vortex lo mas que se pueda para disolver

0N

Centrifugar el tiempo necesario para precipitar (aprox. 12 000 rpm por 5
min)

5. Recuperar el sobrenadante en un tubo eppendorf nuevo estéril

6. Mantener la TC preparada a -20°C (la TC preparada tiene una

concentracion de 500 mg)

93



QB UMSNH

Protocolo No. 8

Lavado de bacterias con buffer de fosfato de sodio

MATERIALES: Reactivos:
Balanza KH2POa4
Micropipetas NacCl

Tubos eppendorf H20

Microcentrifuga

Vortex

Preparacion del Buffer:
1.- Para 1 litro pesar lo siguiente:

e 0.39 gr de KH2PO4
e 8.80grde NaCl
2.- Disolver en 1 | de H20 destilada estéril

3.- Esterilizar con una membrana de0.2 pym o esterilizar en autoclave a 20 libras
de presion por 20 min

Nota: no es necesario ajustar el pH.

Lavado de bacterias:

1.- Tomar 1 ml del cultivo bacteriano y centrifugar a 12000 rpm por 3 min
2.- Eliminar el sobrenadante

3.- Resuspender en 1 ml de buffer de fosfato

4.- Agitar (5 pulsos) con el vortex y centrifugar a 12 000 rpm por 3 minutos
5.- Eliminar el sobrenadante

6.- Repetir el paso 3y 4 dos veces

7.- Por ultimo resuspender en un volumen final de 1 ml de buffer

Nota: El lavado se hace en condiciones estériles
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Protocolo No. 9

Deteccion de anion superéxido en tejido vegetal

Causin H.F. et al., 2012. The control of root growth by reactive oxygen species in Salix nigra
Marsh. seedlings. Plant Science. 183. 197-205

Materiales: Reactivo:

Vaso de precipitado NBT

Pinza Fosfato de sodio 50 mM pH: 7.5
Plantas de trigo H20

Vasos desechables chicos

1.- Sumergir las plantas en una solucion de NBT al 0.1% disuelto en un buffer
de fosfato de sodio 50 mM pH: 7.5

2.- Incubar 15 minutos en oscuridad

3.- Cumpliendo el tiempo, se retira de la solucion y se enjuaga ligeramente con
H20

4.- Tomar fotografias inmediatamente o puede guardarse a 4 °C sumergidas en

agua durante el tiempo necesario

Notas: si las plantas estan en alguna solucién, se enjuagan suavemente. Si se
requiere guardar el tejido, no debe de pasar mucho tiempo para tomarse las
fotos (no mas de 2 dias). Al preparar el NBT debe de estar cubierto con papel

aluminio.

95



QB UMSNH

Protocolo No. 10

Tincion de raiz con DAPI (4 ',6-diamino-2-fenilindol)

Materiales: Fosfato de potasio

Pinza Celulasa

Micropipetas Pectinasa

Vasos de precipitado Manitol

Bisturi Triton X-100

Reactivos y material bioldgico: DAPI (4 ',6-diamino-2-fenilindol)
Metanol Plantulas de trigo

Acido acético glacial

Procedimiento:

1. Fijar el tejido radical con una solucion de Metanol:Acido acético glacial, 3:1
(v/v). (La fijacion debe ser por lo menos 24 horas antes de pasar al paso 2. La

muestra debe estar almacenada a -20°C hasta su andlisis)
2. Lavar tres veces con buffer PBs
3. Transferir el tejido en una solucion de enzimas disuelta en buffer PBs pH: 7.3

e 30 mg de celulasa 0.30%
e 30 mg de pectinasa 0.30%
e 720 mg de manitol 0.4 M
e 10 ml buffer PBs pH: 7.3
4. Incubar a T° ambiente durante 15 minutos y posteriormente lavar tres veces

con buffer PBs.

5. Tratar el tejido con 0.5% de triton X-100disuelto en buffer PBs por 10

minutos y lavar tres veces con PBS.

6. Tefiir el ndcleo con 1ug/ml de DAPI por 30 minutos a T° ambiente o 30°C
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7. Lavar 3 veces con buffer PBS

8. Montar el tejido en portaobjetos con una solucion de glicerol al 50% vy

observar en microscopio con luz UV.
Nota: trabajar siempre con guantes debido a que el DAPI es mutagénico.

Buffer de fosfato de potasio (PBS) 25 mM (4.0 g de NaCl; 0.1 g de KCI; 0.7 g
de Na2HPO4 2H20; 0.1 g de KH2PO4 en 500 ml de agua destilada estéril, pH
7.3). Antes de tratar con 30 mg de celulasa 0.3 %, 30 mg de pectinasa 0.3 %,
720 mg de manitol 0.4 M, disuelta en 10 ml de PB pH: 7.3.
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Protocolo No. 11

Tincion de raiz con DAPI (4 ',6-diamino-2-fenilindol)

Materiales Reactivos y material bioldgico:
Pinza Paraformaldehido 4%
Micropipetas Fosfato de potasio 50 mM pH 7
Vasos de precipitado DAPI

Bisturi Plantulas de trigo

Procedimiento:

1. Fijar el tejido radical en una solucion de paraformaldehido al 4% (la fijacion
debe ser por lo menos 24 horas antes de pasar al paso 2. La muestra debe

estar almacenada a -20°C hasta su andlisis)

2. Lavar 3 veces con buffer de fosfatos (PBS)

3. Teiir el nucleo con 1ug/ml de DAPI por 30 minutos a T° ambiente o 30 °C
4. Lavar 3 veces con buffer PBS

5. Montar el tejido en portaobjetos con una solucion de glicerol al 50% y

observar en microscopio con luz UV.
Nota: trabajar siempre con guantes debido a que el DAPI es mutagénico.
Buffer de fosfato de potasio (PBS) 25 mM (4.0 g de NaCl; 0.1 g de KCI; 0.7 g

de NazHPO4 2H20; 0.1 g de KH2PO4 en 500 ml de agua destilada estéril, pH
7.3).
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Protocolo No. 12

SUPEROXIDO DISMUTASA (SOD) DE PLANTAS

DESCRIPCION

La enzima superoxido dismutasa (SOD) cataliza la dismutaciéon de superoxido

en oxigeno y peroxido de hidrégeno. Debido a esto es una importante defensa

antioxidante en la mayoria de las células expuestas al oxigeno.

La actividad de la enzima se determina por la inhibicion de la reduccion del

reactivo nitroazul de tetrazolio (NBT).
Extraccion de la enzima:

EQUIPO:
Mortero
Tubos Eppendof de 1.5 ml
Vortex
Microcentrifuga Eppendorf
SOLUCIONES

+ Nitrogeno liquido
T Buffer de extraccion:
KH2PO4 50mM, pH 7, 0.1mM de EDTA Yy 1 % de PVPP

PROCEDIMIENTO:

Moler 0.5 g de tejido con nitrégeno liquido en un mortero frio
Resuspender el polvo obtenido con 1 ml de buffer de extraccion.
Homogeneizar la muestra (agitar en vortex por 15 6 20 segundos)

Centrifugar a 10, 000x g por 5 minutos a 4°C

a 0D RF

Colocar el sobrenadante (extracto crudo de la enzima) en un tubo

Eppendorf y conservar a 4°C.
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A. ANALISIS DE ACTIVIDAD POR ESPECTROFOTMETRIA

EQUIPO
Tubos Eppendorf de 1.5 ml

Lampara de luz fluorescente de 40 W

Espectrofotometro
SOLUCIONES
+ EDTAO0.1M
¥ NBT 1.5 mM
T KH2PO4 0.067M, pH 7
T Riboflavina 0.12mM

PROCEDIMIENTO:

1. Colocar 10 pl de sobrenadante (extracto crudo de la enzima) en un  tubo

Eppendorf y adicionar los siguientes reactivos:
40 pl de EDTA (0.1 M)
20 ul de NBT (1.5 mM)
600 pl de buffer (KH2PO4 0.067M, pH 7)

2. Agregar 50 pl de riboflavina 0.12 mM, preparada en buffer de extraccion y

mezclar suavemente.
3. lluminar los tubos eppendorf con una lampara de 40 W durante 10 min.
4. Leer absorbencia a 560 nm cada minuto durante los 10 min.

NOTA: EI NBT y la riboflavina se preparan en buffer de extraccion.

B. ACTIVIDAD EN GEL NO DESNATURALIZANTE

EQUIPO
Espectrofotdmetro

Camara vertical de electroforesis
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Fuente de poder
Lampara de luz fluorescente de 40 W
Transiluminador de luz blanca
Cémara fotografica

SOLUCIONES

Reactivo de Bradford
KPO4 32 mM, pH 7.8
TEMED 28 mM

NBT 2mM

Agua destilada estéril
Acrilamida 30%
Glicerol 25%
Riboflavina 28 uM

—+ = = =k = =+ —F —

PROCEDIMIENTO:

1. Cuantificar la proteina del extracto crudo por la técnica de Bradford
(utilizar una curva estandar de proteina. 0.2 de absorbencia= 5ug de

proteina total).

2. Cargar la proteina en un gel de acrilamida no desnaturalizante (60-
100 pg).

3. Correr las muestras a 200 V durante 6 hrs, a 4°C (en hielo).

4. Sumergir el gel en 100 ml de buffer de KPOs4 32 mM, pH 7.8,
conteniendo riboflavina 28 uM (preparada en buffer de extraccion)
y TEMED (28 mM).

5. Incubar en agitacion durante 25 min a T° ambiente.

6. Reemplazarla solucién con 100 ml de buffer KPO4 36 mM, pH 7.8,
conteniendo NBT 2mM.

7. Incubar durante 30 min.
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8. Exponer el gel en una lampara fluorescente de 40 W hasta que

aparezcan bandas acrométicas (tiempo aprox: 15 min).

102



QB

Protocolo No. 13

Peroxidasa (Prx)

Extraccion de la enzima
EQUIPO

Mortero

Tubos

Eppendorf de 1.5 ml

Vortex

PROCEDIMIENTO:

UMSNH

Microcentrifuga Eppendorf
REACTIVOS
NaPO4 100 mmol, pH 7.0

Nitrogeno liquido

1. Pulverizar 0.5 g de tejido con nitrégeno liquido en un mortero frio.

2. Resuspender en vortex, durante 20 segundos, el macerado en 1 ml de

NaPO4 100 mmol, pH 7.0

3. Centrifugar 10.000 g por 30 min 4°C. Utilizar el sobrenadante para los

diferentes ensayos.

A. ACTIVIDAD POR ESPECTROFOTOMETRIA

EQUIPO

Celdas de plastico de 1 ml

Espectrofotbmetro

REACTIVOS

Preparacion del buffer de guayacol:

Mezclar los siguientes reactivos:

0.25% de guayacol

0.25% de Na POa4 (10 mmol/l pH 6.0)

0.125% de H202
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PROCEDIMIENTO:
1. Tomar 990 ul del buffer de guayacol y adicionarle 10 ul del extracto de la

enzima

2. Leer absorbencia a 470 nm, durante 3 minutos a intervalos de 30 seg.

B. DETECCION DE ACTIVIDAD EN GEL DE PEROXIDASA
EQUIPO
Camara de electroforesis vertical
Fuente de poder
Agitador orbital o vertical
Transiluminador de luz banca
Camara digital
REACTIVOS
Reactivo de Bradford
Citrato de sodio 50 mM, pH 5.5
Diaminobenzidina 1 mM

H202 0.03%

PROCEDIMIENTO:

1. Cuantificar proteina del extracto crudo por el método de Bradford

(utilizar una curva estandar de proteina).

2. Cargar la proteina en un gel de acrilamida no desnaturalizante (~ 90

Hg).

3. Correr las muestras a 100 V por aprox 8 h.

4. Sumergir el gel en citrato de sodio 50 mM, pH 5.5, durante 30 min en

agitacion constante.

5. Eliminar la solucion.
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1. Incubar con citrato de sodio conteniendo DAB 1mM y H202 0.03%,
hasta que aparezcan bandas de color café.

2. Documentar fotograficamente el resultado.
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Protocolo No. 14

Cuantificacidén de proteina por el método de
BRADFORD

Materiales:

Micropipetas Reactivos

Celdas de plastico H20 destilada esteril
Espectrofotdmetro Reactivo BRADFORD
Tubos eppendorf Extracto de proteina

Gradilla chica

Procedimiento:

1. Como BLANCO, poner 800 ul de H20 en un tubo de eppendorf y adicionar
200 pl del reactivo Bradford.

2. Para cuantificar la proteina: poner 790 uyl de H20 en un tubo eppendorf,
enseguida adicionar 10ul de la muestra extracto de proteina y por ultimo

adicionar 200 pl del reactivo Bradford.
3. Incubarlos a T° ambiente durante 5 minutos.

4. Leer la absorbencia de la muestra por espectrofotometria a 595 nm en

celdas de plastico.

Nota: para conocer la cantidad de proteinas totales debemos basarnos en una

curva estandar de proteinas. Que es:

Absorbencia | Cantidad de proteina

0.200 5 ug
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Por ejemplo:

0.600 de absorbencia de la muestra y se quiere saber la cantidad de proteina
en esta muestra.

Se hace una regla de tres.
0.200 de abs ---------- 5 ug de prot
0.600 de abs----------- 15 ng de prot

Estos 15 ug de proteina se dividen por la cantidad de muestra tomada, que son
10 pl.

Entonces:  15ug /10 pl= 1.5 pg/ ul

Por lo tanto tenemos: 1.5 pg de proteina por cada 1 pl de muestra.
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Protocolo No. 15

Ascorbato oxidasa

Material:

Mortero Micropipetas
Tubos eppendorf de 1.5 mi Celdas de cuarzo
Microcentrifuga eppendorf Espectrofotometro
Reactivos:

Buffere de extraccion

100 pl de PMSF 0.5 mM

PVPP 1.5 %

200 pl de fosfato de potasio 20 mM, pH 5.6

Amortiguador: citrato de sodio 0.025 M, fosfato de potasio 0.05 M, pH 5.6
Sustrato: acido ascérbico 0.05%, EDTA disodico 1%, neutralizado (pH 7.0)

Albumina al 1%

Procedimiento:
a. Extraccion de la enzima
1. Pulverizar 0.5 g de tejido fresco con N2 liquido

2. Pasar la muestra en tubos eppendorf que contienen buffer de extraccion a
4°C o hielo

3. Agitar en vortex

4. Centrifugar durante 5 minutos a 12 000 rpm a 4°C.
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5. Usar el sobrenadante para hacer el ensayo de actividad enzimatica
b. Medicion de la actividad enziméatica

1. preparar la siguiente mezcla de reaccion para 1 ml:

938 pl de amortiguador

30 pl de sustrato

15 pl de albumina

2. Agregar 20 pl de sobrenadante (enzima) y medir inmediatamente la

absorbencia a 265 nm en una celda de cuarzo.

3. Registrar la absorbencia cada minuto, durante 3 minutos.

La actividad enzimética se obtiene por la disminucién de la absorbencia a esa

longitud de onda.

Determinar la actividad de la enzima utilizando el coeficiente de extincion para

el acido ascérbico de 9246 M-1 cm -1 a 265 nm.

El ensayo espectrofotométrico se basa en el hecho de que el ascorbato
absorbe a 265 nm, mientras que su producto de oxidacion, el dehidroascorbato,

no.
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Protocolo No. 16

Curva estandar para NBT (Nitroazul de tetrazolio 6 Nitro Blue
Tetrazolium)
Ramel et al., 2009. Differential patterns of reactive oxygen species and antioxidative

mechanisms during atrazine injury and sucrose-induced tolerance in Arabidopsis thaliana
plantlets. BMC Plant Biology. 9:28

Materiales:

Tubos eppendorf NBT
Micropipetas KOH
Espectrofotometro DMSO

Procedimiento:

1.- Preparar una solucion de NBT 1 mM (1ml) en un tubo eppendor cubierto en

aluminio.

2.- Tomar alicuotas de 2-18 ul que corresponden a 2-10 uM de NBT
3.- Disolverlos en 1 ml de la solucién 2M de KOH-DMSO (v/v 1:1.16)
4.- Agitar e incubar durante 3 minutos en oscuridad

5.- Leer la absorbencia 630 nm y graficarlos

Curva estandar:
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Curva estandar para NBT
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Protocolo No. 17

Aclareo de raiz

Malamy JE, Benfey PN (1997) Organization and cell differentiation in lateral roots of
Arabidopsis thaliana. Development.124: 33—44.,

Materiales:

Micropipetas Metanol

Cajas de microtitulacion Glicerol al 50%
Incubadora

NaOH

HCI

Etanol

Procedimiento:

1.- Seleccionar la raiz seminal principal de trigo

2.- Sumergir la raiz en una solucién de 0.24 N HCI en 20% metanol
3.- Incubar a 62 °C por 1 hora

4.- Reemplazar la solucion con 7% de NaOH en 60% de etanol
5.- Incubar 30 minutos a T° ambiente

6.- Rehidratar la raiz por 5 minutos con etanol al 40%, 20%, 10% para cada
caso.

7.- Montar cuidadosamente la raiz en un portaobjetos con glicerol al 50%
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