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RESUMEN

Las interacciones entre plantas y microorganismos son un tema que ha sido estudiado desde hace
varias décadas, por grupos de investigacion de diferentes partes del mundo. Las bacterias,
particularmente aquellas conocidas como Bacterias Promotoras del Crecimiento en Plantas (PGPB,
en ingles), pueden ayudar al crecimiento de las plantas mediante diferentes mecanismos como la
fijacion de nitrégeno, la produccion de fitohormonas y la produccion de antibioticos, entre otros. En
estas interacciones se beneficia tanto la planta como la bacteria, sin embargo, la mayoria de los
estudios se centran en los mecanismos mediante los cuales la bacteria beneficia a la planta; los
beneficios que la bacteria recibe no se han estudiado en detalle. Los arboles del Género Prosopis
tienen importancia econémica y ecoldgica en regiones semidesérticas como es Baja California Sur,
mientras que el Género Azospirillum comprende las bacterias rizosféricas no simbidticas méas
estudiadas y mejor conocidas. Los organismos que se utilizaron en este trabajo para estudiar la
interaccion planta-bacteria fueron el mezquite (Prosopis articulata S. Watson) y la PGPB Azospirillum
brasilense Cd.

La planta de mezquite produce acido gluconico como exudado radical, el cual es fuente de carbonoy
energia para diversos microorganismos. El objetivo principal del presente trabajo fue el de evaluar la
actividad de las enzimas gluconoquinasa (EC 2.7.1.12) y fosfogluconato deshidrogenasa (EC
1.1.1.44), de Azospirillum brasilense Cd, como un indicador del beneficio que la bacteria recibe de la
planta. Estas enzimas son claves en la ruta conocida como Pentosas Fosfato (o ruta del
fosfogluconato), una ruta metabolica importante en muchos organismos.

Los analisis se realizaron en experimentos con plantas de mezquite cultivadas en hidroponia e
inoculadas con la bacteria. Se encontr6 diferencia significativa (ANOVA de una via, p<0.05) en la
actividad de la gluconoquinasa de Azospirillum en presencia de la planta, asi como en cultivos in
vitro con diferentes concentraciones de gluconato en el medio. Para la otra enzima no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas, ni en los cultivos hidroponicos ni en los
cultivos in vitro. Los resultados sugieren que: (i) Azospirillum brasilense Cd puede aprovechar el
gluconato exudado por las raices del mezquite como fuente de carbono y energia y, (i) que la
cuantificacion de la actividad de gluconoquinasa, puede ser un indicador del beneficio que la bacteria
recibe por asociarse con la planta.

Vo.Bo.

Dr. Yoav Bashan
Director de Tesis



ABSTRACT

Plant-microorganisms interaction is a topic that has been studied by many research groups around
the world for few decades. The bacteria, mainly those called Plant Growth-Promoting Bacteria
(PGPB), can help plants’ growth by different mechanisms such as nitrogen fixation, production of
phytohormones or production of antibiotics among other lesser known mechanisms. In these
interactions the benefit is assumed to be mutual. However, most researches pay more attention to
the mechanisms by which the bacterium helps the plant. The advantage for the bacteria from these
interactions has not been studied in detail.

The trees of the genus Prosopis (mesquite) have economic and ecology significance in semiarid
regions as Baja California Sur, while the genus Azospirillum includes the most studied and best
known non-symbiotic rhizobacteria. The organisms used in this work to study the plant-bacteria
interaction were mesquite (Prosopis articulata, S. Watson) seedlings and the PGPB Azospirillum
brasilense Cd. It was found in the first step of this study that gluconic acid is produced by mesquite
as root exudates and it is carbon and energy sources for Azospirillum. Therefore, the main objective
of this work was to evaluate the enzymatic activity of gluconokinase (EC 2.7.1.12) and
phosphogluconate dehydrogenase (EC 1.1.1.44) of Azospirillum brasilense Cd as an indicator of
potential benefit that the bacterium may get from the plant. These are two key enzymes of the
Pentose Phosphate Pathway, an important biochemical pathway in many organisms.

The tests for enzymatic activities in the bacterium were done in in-vitro cultures. The tests with plants
were done in a hydroponic system with mesquite seedlings inoculated with Azospirillum. We found a
significant difference (One Way ANOVA, p<0.05) in gluconokinase activity between non inoculated
and inoculated plants. For in-vitro cultures of Azospirillum the same pattern was shown. For the
enzyme phosphogluconate dehydrogenase no significant differences was shown in either in-vitro
culture or in hydroponic cultures with plants. The results suggest that: (i) Azospirillum brasilense Cd
can use the gluconic acid from root exudates of mesquite roots as carbon and energy source and, (i)
that the quantification of gluconokinase can serve as an indicator for the benefit for the bacterium
associated with the plant.
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INTRODUCCION

Este trabajo formé parte del proyecto “Reforestacion del desierto: el rol de los microorganismos del
suelo y roca, y de las islas de recursos, en el establecimiento de plantas para la reforestacion de
areas perturbadas”, a cargo del Dr. Yoav Bashan. Este proyectd cuenta con financiamiento SEP-
CONACYyT para la investigacion basica, y en €l se estan evaluando diversas interacciones plantas-
microorganismos, en campo, invernadero y laboratorio, siendo en ésta ultima etapa donde se

enmarca este trabajo de tesis de maestria.

Las evaluaciones de interaccién planta-microorganismos que se han evaluado son una herramienta
importante para entender como las bacterias promotoras de crecimiento en plantas benefician a
plantas nativas del desierto sudcaliforniano, que son importantes desde el punto de vista ecoldgico y
economico. Una de esas plantas es el mezquite (Prosopis articulata S. Watson), la cual formé parte
de esta investigacion, y su asociacion con Azospirillum brasilense, una bacteria con probadas
capacidades benéficas para las plantas (Steenhoudt y Vanderleyden, 2000). La importancia
primordial del mezquite, ademas de sus multiples usos de caracter econémico, es el ser una planta

nodriza para cactaceas, particularmente para el cardon gigante Pachycerus pringlei.

La investigacion que se realizd va encaminada a entender como la planta puede beneficiar a la
bacteria, proporcionandole &cido glucdnico, compuesto que a la bacteria le sirve como fuente de
energia y como fuente de carbono para la sintesis de moléculas. EI mecanismo enzimatico mediante

el cual la bacteria metaboliza el acido glucénico es complejo, involucrando alrededor de 20 enzimas.



Este trabajo pretendié conocer de qué manera el acido glucdnico puede modular la actividad de las
enzimas fosfogluconato deshidrogenasa (EC 1.1.1.44) y la gluconoquinasa (EC 2.7.1.12), las cuales
son importantes dentro de la ruta metabdlica en cuestion, modificando la actividad de dichas
enzimas. El porque se eligi6 a estas dos es que son las dos enzimas que se encargan de

transformar al gluconato para ser utilizado en la ruta de las pentosas fosfato.

Finalmente se evalud el crecimiento de las plantas de mezquite para conocer el efecto de la

inoculacion sobre la altura.



MARCO TEORICO

Bacterias promotoras de crecimiento en plantas (Plant Growth Promoting Bacteria; PGPB):

Para que una bacteria sea considerada como promotora del crecimiento en plantas, debe ejercer
efectos favorables al desarrollo de la planta; ser capaz de colonizar las raices después de que llega
al tejido, y tener la capacidad de mantenerse por un periodo adecuado en la rizosfera. Se han
reconocido diversos modos directos de accion de las PGPB segun la especie e inclusive la cepa,
encontrandose que algunas pueden ejercer mas de uno de ellos (Bashan y de-Bashan 2005). Los

mas importantes son:

» Mejorando la disponibilidad de nutrientes en el suelo (principalmente nitrégeno, fosforo,
oxigeno y hierro).

» Aumentando la absorcion de nutrientes por las raices.

» Produciendo antibiéticos que reducen la actividad patogénica de otros microorganismos.

» Produciendo hormonas que estimulan la actividad radicular.

También hay efectos indirectos, como el que se da al actuar sobre el crecimiento radicular, que da
como resultado una mayor area de contacto raiz-suelo, lo que resulta en una mayor absorcion de
agua y nutrientes. En general se considera que el efecto de una inoculacion con PGPB no puede
deberse a un solo modo de accidn, sino al conjunto de dos 0 mas simultaneamente (Bashan y col.
2004). Algunas especies de ciertos Géneros de bacterias se caracterizan por acciones especificas
como Rhizobium para fijar nitrégeno, Pseudomonas para solubilizacién de fésforo o produccion de

antibioticos, o Bacillus para degradacién de materia orgénica; por otra parte, todas ellas estéan



reportadas con capacidad de producir hormonas como auxinas (Tien, y col., 1979), giberelinas

(Bottini y col., 1989) y citocininas (Del Gallo y Fendrik, 1994).

El Género Azospirillum:

El Género Azospirillum comprende bacterias fijadoras de nitrégeno de vida libre que viven en la
rizosfera, que proporcionan efectos benéficos sobre el crecimiento de las plantas; por lo anterior, son
denominadas PGPB. La primera especie descrita de este género, llamada originalmente Spirillum
lipoferum, fue aislada del suelo en Holanda en 1925 por Beijerinck (Ddbereiner y col., 1976).
Olvidada por medio siglo, Azospirillum fue “redescubierta” en la década de los 70's por Débereiner,
durante una investigacion sobre fijadoras de nitrdgeno en la rizosfera de Digitaria sp. y Zea mays en
Brasil (Ddbereiner, 1983). Desde entonces, se han realizado aislamientos de diferentes especies de
Azospirillum, en plantas tanto silvestres como cultivadas y en diversos tipos de suelos. A la fecha, 8
especies han sido caracterizadas dentro del género Azospirillum: A. brasilense, A. lipoferum, A.
amazonense, A. halopraeferans, A. irakense, A. largimobile, A. doebereinerae (Bashan y col., 2004)

y A. oryzae (Xie y Yokota, 2005).

Las especies del Género Azospirillum pueden utilizar una gran variedad de azucares, alcoholes, y
acidos organicos como fuentes de carbono para su crecimiento. Todas las actividades enzimaticas
de las rutas catabdlicas de Embden-Meyerhof-Parnas, Entner-Doudoroff y ciclo de los &cidos
tricarboxilicos (ciclo de Krebs), incluyendo las reacciones anapletéricas, han sido detectadas en
bacterias del Género Azospirillum. Sin embargo, en A. brasilense Sp7 y A. lipoferum Sp59, la baja
actividad de la 6-fosfofructoquinasa indica que la ruta de Embden-Meyerhof-Parnas no es usada en

la direccion catabdlica. La ausencia de la NADP+*-dependiente 6-fosfogluconato deshidrogenasa



indica la ausencia de la ruta oxidativa de la hexosa monofosfato. Lo que indica diferencias en la

utilizacién de algunas fuentes de carbono dependiendo de la especie (Hartmann y Zimmer, 1994).

Tabla 1: Fuentes de carbono usadas por el Género Azospirillum. Tomada de Hartmann y Zimmer

(1994).

Fuente de

carbono Alipoferum  A. brasilense  A. amazonense  A.halopraeferans A. irakense

D-Glucosa + - + - +
Glicerol + + - + -
D-Manitol + . . + )
Pectina - - - - +
D-Sorbitol + - - - -
Sucrosa - - + - +

+ fuente de carbono utilizada.

La fuente de carbono mas usada en los medios de cultivo es glucosa, en A. brasilense, a pesar de
que posee todas las enzimas para la degradacion de la glucosa, éste azucar no se utiliza realmente
ya que no se absorbe eficientemente. Ademas de los carbohidratos mono y diméricos, A. brasilense
y A. lipoferum pueden degradar polimeros como xilano, almidén, celulosa y carboximetilcelulosa, los

cuales estan disponibles en la rizosfera de la planta hospedera (Hartmann y Zimmer, 1994).



Procesos de asociacion de Azospirillum con las plantas:

El proceso de asociacion Azospirillum-planta no es tan ampliamente conocido como el que se da
entre algunas leguminosas y bacterias del Género Rhizobium. Sin embargo, se han hecho estudios
para conocer como se da esta interaccion y se ha dilucidado parte del mecanismo. A continuacion
una secuencia hipotética de los eventos que se llevan a cabo en la asociacién de las bacterias con la

planta.

» La bacteria es atraida quimiotacticamente por los exudados de la raiz, tanto especifica (por un
compuesto proteico y por compuestos selectivos de carbono) como inespecificamente.

» La bacteria se adhiere a la superficie de la raiz. Esta union es débil y es mediada por el flagelo y
algunos componentes del glucocalix (fase 1 de la adhesion). Durante este paso puede ser
inducida una aglutinacién por las lectinas de la planta.

» Hay un intercambio de mensajes entre la planta y la bacteria (no se sabe si sean
flavonas/flavonoides como en el caso de la simbiosis Rhizobium-legiminosa).

» Las fibras de celulosa y glicoproteinas son producidas por Azospirillum, lo que ofrece un mejor
anclaje de la bacteria a la superficie de la raiz, siendo esta la fase 2 de la adhesion (Bashan y
col., 2004).

» La asociacion es completamente establecida. Posteriormente tiene lugar una produccion por la
bacteria de sustancias promotoras del crecimiento de la planta, asi como una estimulacion de la
produccion de las hormonas endogenas de la planta. Las bacterias del género Azospirillum
estan presentes en la rizosfera y dentro de la raiz (en los espacios intercelulares). Ahora las
células de la bacteria son pleomérficas, es decir, tienen mas de una forma dentro de su ciclo de

vida (Del Gallo y Fendrik, 1994).



La ecologia de Azospirillum en el suelo:

En la literatura existen reportes de Azospirillum aislada de suelo, aunque en pocos casos se han
realizado analisis especificos de la relacion rizosfera/suelo (Ddbereiner y col., 1976). De Coninck y
col. (1988) analizaron la presencia de Azospirillum en un experimento de inoculacion en campo y
encontraron de 10 a 100 veces mas Azospirillum en las muestras de rizosfera que en las muestras
de suelo. Albrecht y col. (1983) observaron que después de una inoculacion masiva de un cultivo
forrajero, en pocos dias la poblacion disminuia rapidamente y desaparecia en el suelo, aunque

permanecia, en un bajo nimero, muy cerca o adherida a las raices de las plantulas.

El aislamiento de una bacteria del suelo no indica que la célula es fisiologicamente activa, ya que
ésta puede sobrevivir de manera vegetativa hasta la aparicion de mejores condiciones para su
crecimiento. La sobrevivencia de Azospirillum en el suelo sin la planta hospedera es desconocida,
aunque estas bacterias muestran estrategias fisioldgicas muy eficientes que podrian permitirle
sobrevivir bajo condiciones desfavorables; estas estrategias son: enquistacion, produccion de
melanina (Sadasivan y Neyra, 1987), produccién de B-polihidroxibutirato y polisacaridos (Sadasivan

y Neyra, 1985).

Aparentemente, Azospirillum puede mantenerse viable bajo condiciones severas: ha sido recobrada
de agar disecado después de varios afios lo que probablemente se deba a su capacidad de
enquistacion. Sin embargo, se deberia tener en cuenta su habilidad para sobrevivir en numero
suficiente para asegurar la colonizacién y proliferacion sin la planta hospedera, al ser usada como

inoculante en experimentos de campo (Del Gallo y Fendrik, 1994).



Promocion de crecimiento:

Como ya se mencion6 anteriormente, los mecanismos mediante los cuales las PGPB ejercen sus
efectos son variados. Uno de los que se consideran mas importantes es la produccion de sustancias
con efectos de tipo hormona, comunmente conocidas como fitohormonas (Bashan y de Bashan,
2005; Glick, 1995). Existen tres grupos principales: auxinas, citocininas y giberelinas (Bashan y

Holguin, 1997).

Auxinas: Por medio de una mutagénesis con N-metil-N-nitro-N-nitrosoguanidina, Katzy y col., (1990)
obtuvieron mutantes de A. brasilense Cd (con altas tasas de produccion de &cido indolacético),
seleccionados por resistencia al 5-fluoro-triptéfano; Los mutantes con baja produccion de acido
indolacético (AlA) fueron seleccionados después de una mutagénesis Tn5, a partir de A. lipoferum y
A. brasilense Sp6, o despues de un “plasmid curing” para A. brasilense Sp245. Los mutantes de alta
produccion de AlA (FT326) no tuvieron un efecto significante sobre el crecimiento de la raiz en trigo
y maiz, comparados con la cepa silvestre de A. brasilense Cd, aunque en sorgo se requirié de una
concentracion mas baja para producir efectos en la raiz. Los poco productores de AlA tienen casi
perdida la habilidad para incrementar el nimero y longitud de las raices laterales. Hasta ahora,
ninguna de las selecciones realizadas ha logrado dejar a los mutantes de Azospirilllum incapaces de
sintetizar AlA, aunque en algunos casos solo sea en minimas cantidades. Debido a lo anterior, se
propone que Azospirillum posee mas de una copia de los genes involucrados en la biosintesis de

AlA, o bien, que tiene mas de una ruta biosintética para el AIA (Holguin y col., 1999).



Investigaciones posteriores revelaron que no son dos rutas las que se siguen para la biosintesis del
acido indolacético como se pensaba hace unos afos, sino que hay al menos tres. Una de ellas es
independiente del triptofano y dos son dependientes. En la figura 1 se pueden observar las rutas

biosintéticas que se han propuesto para el AlA.

La primera ruta es la de acido indolpirtvico (enzimas A, B y C en la figura) la segunda es la del

indolacetamida (enzimas D y E) y la tercera es la ruta de la triptamina (enzimas C, F y G) (Holguin y

col., 1999).
o]
Il
: CHz:—C—NH:
N
H
. E
Indole-3-acetamide
NH2 o] o]
CHQ—CllH—CODH CHQ—JCI]H—COOH CHz—tlili—H CHz—COOH
—_— —_— —_—
N N N N
H H H H
Tryptophan Indole-3-pyruvic acid Indole-3-acetaldehyde  Indole-3-acetic acid

F (7(
'! CHz—CHz—NH:

H

Tryptamine

Figura 1.- Rutas Biosintéticas del &cido indolacético en Azospirillum. A triptofano transferasa, B indol piruvato
descarboxilasa, C indol acetaldehido oxidasa, D triptofano hidrolasa, E indolacetamida hidrolasa, F triptofano
descarboxilasa, G amina oxidasa. Tomada de Holguin y col. (1999).
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Giberelinas: Se ha sugerido la produccién de sustancias tipo giberelinas por A. brasilense Sp13t
después de un prolongado cultivo de 10 dias, ya que los extractos del cultivo causaron un
alargamiento de los hipocotilos de la lechuga. Aunque esta prueba ha sido descrita como especifica
para giberelinas, la elongacion de los hipocotilos es a menudo estimulada por auxinas, las cuales
también son producidas por esta bacteria. Por lo tanto, la respuesta positiva a esta prueba no
demuestra la liberacién de giberelinas. Usando la prueba especifica de liberacién de alfa-amilasa del
endospermo de cebada, no fue posible detectar giberelinas (limite de deteccion <25 pg/mL GA3) en
los medios de cultivo de més de tres dias de A. brasilense Sp7 o A. lipoferum Sp59. Las giberelinas
A1, A3 e iso A3, fueron detectadas en cultivos de A. lipoferum op33 en concentraciones de 20 a 40
pg/mL por cromatografia de gases-espectrometria de masas (Bottini y col., 1989). Estudios mas
recientes muestran que el efecto observado en las plantas no sélo se debe a la produccion de
giberelinas por parte de la bacteria, sino que ademas depende también de una desconjugacion de

un compuesto giberelina-glucosido/ glucosil éster (Piccoli y col., 1999).

Citocininas: La liberacion de sustancias tipo citocininas por Azospirillum fue propuesta desde que la
fraccidn butanol de un cultivo de 10 dias de edad de A. brasilense Sp13t mostrd efecto similar sobre
la retencion de clorofila en hojas de avena, en un bioensayo de citocininas. Se encontraron trazas de
algunas citocininas como trans-zeatin ribosido, isopenteniladenina y adenosina, en un cultivo de 60

dias de A. brasilense Cd (mutante FT326) por radioinmunoensayo (Del Gallo y Fendrik, 1994).

Azospirillum brasilense:
Azospirillum brasilense fue descubierto y descrito en 1979 en Brasil (de donde proviene su nombre)

por Tarrand y colaboradores. Es un bacilo suavemente curveado de alrededor de 1 um de ancho y



11

2-3 um de longitud. Es Gram-negativa, pudiendo presentarse alguna variabilidad relacionada con
ciertas células encapsuladas conocidas como formas C. Presenta movilidad en medio liquido gracias
a un unico flagelo polar, pudiéndose formar numerosos flagelos cortos cuando se cultiva en medio
solido a 30°C. Vive normalmente en el suelo, ya sea libre 0 asociada a las raices de muchas plantas
como cereales, forrajes y tubérculos. Es oxidasa, catalasa, fosfatasa y ureasa positivo, no hidroliza
el almidon ni la gelatina, no produce indol, y ademas es negativo en la prueba de Voges-Proskauer

(2% de glucosa, 5 dias). El porcentaje molar de G+C del DNA es de 70-71 % (Krieg y Hold, 1984).

Cultivado en placas de agar nutritivo la cepa Cd de Azospirillum brasilense presenta colonias
redondeadas, mucosas y con una pigmentacion rosada; el paquete celular obtenido por
centrifugacion de un caldo de cultivo conocido como TYG (triptona, extracto de levadura y glucosa,
siglas en inglés) a las 16-20 horas de incubacion, es rosado. Crece bien con sales de acidos
organicos como malato, succinato, lactato y piruvato. Utiliza algunos monosacaridos como fuente de
carbono (por ejemplo, fructosa), no asi a los disacaridos como maltosa y sacarosa. En medio con
malato (semisolido) libre de nitrdgeno, las células son principalmente vibroides, incluso cuando el
cultivo llega a ser alcalino. Puede presentarse en formas encapsuladas conocidas como formas C,
especialmente en cultivos viejos (Sadasivan y Neyra, 1987). Estas formas C son conocidas como
quistes y se forman cuando los cultivos tienen una presidn parcial de oxigeno alta (generalmente se
asocia también con cultivos viejos); la morfologia cambia y la bacteria se vuelve redondeada y pierde

su movilidad y ademas acumula grandes cantidades de B-polihidroxibutirato (Pereg y col., 2000).
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Inoculacién de plantas con Azospirillum:

En la inoculacion de plantas las condiciones bajo las cuales los resultados dan incrementos
significantivos en campo, no estan bien definidas. Se sabe que para niveles intermedios de
fertilizacion con Ny, o bien, en suelos con una moderada fertilizacidon natural los resultados son mas
homogeneos. Los resultados de varios experimentos en campo con Azospirillum revelan que la
asimilacion total de N2, P, y K como resultado de la inoculacion de las plantas, fue mas alta en las
plantas inoculadas que en aquellas que no fueron inoculadas. Los incrementos en el rendimiento
fueron también acompafiados por incremento en la concentracion de N2en el area foliar, debido a la
inoculacion bacterial, lo cual puede ser atribuido al incremento en la fijacion de N2 o incremento en la

asimilacion de N2 por las plantas (Tilak y Annapurna, 1993).

Al inicio de las inoculaciones con Azospirillum en campo solo se ponia atenciéon a parametros
relacionados con la fijacion de nitrogeno, pero hoy se sabe que el efecto se debe a mucho mas que
simple fijacion. En la actualidad existen mas de 150 diferentes especies de plantas que pueden ser
inoculadas con Azospirillum, muchas de ellas son botanicamente muy diferentes a las tradicionales
como el sorgo, trigo y maiz (Bashan, y col., 2004). Incluso ha habido éxito con una mayor variedad
de especies no cereales que con los propios cereales, demostrandose que Azospirillum no es

planta-especifico.
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Metabolismo del gluconato:

El mecanismo de aprovechamiento del gluconato (o acido glucdnico) es muy parecido al de la
glucosa, obviamente debido a que éste es derivado directo de este azucar, y estan implicadas
muchas enzimas comunes. Ademas, debido a que el gluconato es fuente tanto de carbono como de
energia su metabolismo dependera de los requerimientos de la bacteria en un momento dado. Si lo
que la bacteria requiere es energia éste sera convertido en 2 cetogluconato por la enzima gluconato
deshidrogenasa (EC 1.1.99.3), posteriormente es convertido a otras moléculas para incorporarse al
Ciclo de los Acidos Tricarboxilicos (Ciclo de Krebbs) para obtener energia (mediante poder reductor
que se incorporara a la cadena de transporte de electrones para producir ATP). Por otro lado, puede
también ser fosforilado por la enzima gluconoquinasa (EC 2.7.1.12) a fosfogluconato, el cual a su
vez sera convertido por la fosfogluconato deshidrogenasa (EC 1.1.1.44) en una pentosa fosfato;
molécula que formara parte de una importante ruta productora de NADPH vy ribosa fosfato para la
biosintesis de otras moléculas de importancia biologica. En este caso sirve como precursor de otras
moléculas esenciales para el organismo como el DNA. Otra opcién para el fosfogluconato es con la
enzima fosfogluconato deshidratasa (EC 4.2.1.12) para obtener un compuesto precursor del glicerol
fosfato y del piruvato, quienes juegan un papel central en el metabolismo energético. La interrelacidn
de estas enzimas, asi como la complejidad de las rutas, se puede observar en la figura 2 (Westby y

col., 1983).
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Figura 2.- Rutas bioquimicas implicadas en el aprovechamiento del acido glucénico por parte de
Azospirillum brasilense. La enzima marcada con el nimero 1 es la gluconoquinasa y la
numero 5 es la fosfogluconato deshidrogenasa. Fuente Westby y col. (1983).

En Azospirillum brasilense no existen reportes acerca del arreglo de los genes involucrados en el
metabolismo del gluconato y, al igual que en muchos otros aspectos del conocimiento bacteriano, la
informacién mas detallada al respecto proviene de estudios con E. coli. Sin embargo, se sabe que

Azospirillum puede usar gluconato como fuente de carbono (Rodelas y col., 1994; Hartmann y
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Zimmer, 1994) y también puede producirlo por induccion con glucosa (Puente y col. 2004; Rodriguez

y col., 2004).

En cuanto a la genética que regula la absorcion del gluconato se sabe que existen dos sistemas los
cuales son conocidos como Gntl y Gntll. Gntl es el principal y consta de dos gluconato permeasas,
una de alta y otra de baja afinidad, asi como una gluconoquinasa termoresistente, las cuales estan
codificadas por los genes gntT, gntU y gntK. El sistema auxiliar Gntll consta de otra gluconato
permeasa de alta afinidad y de una gluconoquinasa termosensitiva, codificadas por los genes gntW y

gntV (Tong y col., 1996).
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Figura 3.- Absorcion y metabolismo del gluconato en E. Coli. Tomada de Tsunedomi y col., (2003).
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Importancia del gluconato:

El gluconato es una molécula importante en la ruta bioquimica conocida como Pentosas Fosfato o
del fosfogluconato. Las principales funciones de la via de las pentosas fosfato son: generar NADPH
y sintetizar azucares de cinco carbonos (PENTOSAS-P). La unidad del poder reductor mas
provechosa con fines biosintéticos en las células es el NADPH. EI NADH se oxida mediante la
cadena respiratoria para generar ATP, mientras que el NADPH sirve como dador de electrones en
las biosintesis reductoras, sin generar ninguna energia como consecuencia. Esta via metabdlica se
compone de dos fases, una primera oxidativa y otra de interconversion de azucares. En la primera,
la oxidacion de glucosa-6-P hasta ribulosa-5-P se produce en dos reacciones que ademas generan
CO2 y 2 NADPH. En fase de interconversién se producen un conjunto de reacciones de:
isomerizacion, epimerizacion, transaldolizaciones y transcetolizaciones, reaciones glicoliticas-
gluconeogénicas que procuran un amplio conjunto de azucares fosforilados, interconvitiendo las
pentosas-P entre si, y finalmente de nuevo en hexosas-P. En la siguiente figura (figura. 4) se puede

observar como se lleva a cabo el control de esta ruta (Mathews y col., 2000).
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Figura 4.- Rutas alternativas del gluconato de acuerdo a los requerimientos metabélicos. Tomada de Mathews y
col. (2000).

La ruta de las pentosas-P esta controlada, a nivel de su primera reaccion por la concentracion de
NADP+. En general el flujo de Glucosa-6-P por esta via depende de las necesidades celulares de
NADPH, ribosa-5-P y de ATP: a- Sintesis de nucledtidos el producto final sera Ribosa 5-P. b-
Demanda de poder reductor (NADPH) la Ribulosa-5P se convertird en Fructosa-6P o en Glucosa-6P,
que podra iniciar de nuevo la via. c- Generacion de energia, cuando las necesidades de nucleétidos
o de poder reductor son moderadas, los productos de reaccion se oxidan en glicélisis y CAT (ciclo de

los acidos tricarboxilicos) para originar ATP (Mathews y col., 2000).
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El arbol de mezquite:

El origen del Género Prosopis no esta claro, segun Landeras y col. (2005) éste tuvo lugar hace unos
70 millones de afios, antes de que Sudamérica y Africa se separaran. El Género es nativo de
América, Africa y Asia y comprende 44 especies agrupadas en 5 secciones y seis series; se acepta
la presencia de dos grandes centros de diversidad para Prosopis: el México-Texano y el Argentino-
Chileno-Peruano (Burkart, 1976). A pesar de ser un arbol muy comun y de importancia econdmica
en gran parte del pais, existen muy pocos trabajos de investigacidn sobre el efecto de la inoculacién
con las PGPB del género Azospirillum; En el area de enzimologia la cantidad de informacion
disponible es todavia menor. El mezquite es una planta con mdltiples usos en los lugares en los que
se desarrolla. Ademas de su importancia econémica (Felker y Guevara, 2003), también hay mucho

que resaltar respecto a su importancia ecolégica.

= Arbol o0 arbusto espinoso caducifolio, de 2-12 metros de altura

= Tronco corto y torcido, monopddico o ramificado desde la base

= Inflorescencias amarillentas dispuestas en racimos espigados

= Vaina fibrosa, recta, linear de 11-21 centimetros de largo

=  Semillas aplanadas, redondeadas por una pulpa dulce, con testa delgada y permeable al
agua

= Sistema radical freatofitico, muy eficiente, de rapido desarrollo, capaz de aprovechar las
aguas del subsuelo. Raices profundas

= Algunas especies son originarias de México; en nuestro pais es muy comun en los estados
de B.C.S., Chihuahua, Coahuila, Guerrero, Michoacan, Oaxaca, S.L.P., Sonora, Veracruz y

Yucatan
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= Se desarrolla en climas calidos y semicélidos con altas temperaturas, escasa precipitacion e
intensa insolacion

= Crece en una gran variedad de suelos, incluso en suelos pobres como dunas, y pH mayor
de 10

= Especie pionera, colonizadora, considerada para los procesos de regeneracion, facilita el
establecimiento de otros elementos

= Florece de diciembre a febrero, fructifica de febrero a abril

= El crecimiento radical es hasta 10 veces mas rapido que el del tallo

= Como individuo adulto tiene gran capacidad para competir con malezas, pero como plantula

le es dificil competir (Instituto Nacional de Ecologia, 1994).

Sin duda la gran importancia ecolégica del mezquite se basa principalmente en su capacidad para
servir como arbol nodriza, es decir, facilita el crecimiento de otras plantas bajo el area que abarca su
follaje. Es comun en lugares semidesérticos (como los alrededores de La Paz) encontrar arboles de
mezquite y apreciar que bajo su sombra crecen, protegidas, diferentes especies de plantas que
incluyen cardén (Pachycreus pringlei), cholla (Opuntia cholla), pitahaya (Stenocereus thurberi) y
garambullo (Lophocereus schottii). Cabe destacar que la capacidad de ser nodriza, cualidad que
comparte con otras leguminosas como el palo fierro (Olnella tesota), se presenta casi
exclusivamente en arboles maduros; los arboles jovenes solo ocasionalmente presentan este

fenémeno (Carrillo-Garcia y col., 1999).

Muchas especies del Género Prosopis pueden crecer en condiciones de alta salinidad, incluso a

orillas del mar. Hay muchas otras plantas que pueden crecer en suelos con alta salinidad, sin
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embargo, los mezquites son uno de los mas benéficos tanto por sus vainas como por su madera.
Las especies Prosopis tamarugo y P. pallida originarios de Hawai pueden crecer con agua marina
pero P. juliflora, originario de Senegal, es la especie que presenta la mejor combinacién entre

tolerancia a la salinidad y velocidad de crecimiento (Velarde, y col., 2003).

Por otro lado, su importancia econdmica es también amplia, sobre todo por el ecosistema en el que
se desarrolla, ya que es una parte importante del paisaje de lugares semidesérticos, donde las
condiciones extremas de humedad y temperatura no permiten que crezcan muchos arboles; asi que
el mezquite proporciona muchas facilidades a los pobladores de esos lugares. Entre otros usos se

conocen los siguientes:

Como alimento, en el suroeste de Estados Unidos y en varias regiones de México se utiliza como
alimento, las vainas tienen un 80% de carbohidratos con gran contenido de fibra, 13% de proteinas y
3% de grasas. En algunas regiones se utiliza para preparar una bebida refrescante llamada
mezquitatol, y la fermentacion de las vainas produce una bebida semejante al whisky (SEMARNAT,

2001).

Como forraje, en 1965 se utilizaron en México alrededor de 40,000 toneladas de vainas para
alimento de caballos, cerdos, ovejas y vacas; Como combustible, la madera, el carbon y las astillas
de mezquite son excelentes combustibles (la madera proporciona alrededor de 17,000 BTU/kg)
(Felker y col., 1983). Como materia prima en carpinteria, donde proporciona un excelente balance
entre el secado y el encogimiento o contraccion, lo cual lo hace muy adecuado también para su uso

en construccion de cercas (Felker y Guevara, 2003) Algunos otros usos del mezquite son: control de
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los piojos, irritacion de la garganta y Ulceras de la piel (Felger, 1977). Ademéas produce goma de
calidad (comparable a la goma arabiga, el algarrobo y el guar) que puede tener un valor econémico

apreciable.
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HIPOTESIS

“El acido glucénico, producido como exudado radical por la planta de
mezquite (Prosopis articulata), activara las enzimas encargadas de su
metabolismo en Azospirillum brasilense permitiéndole colonizar las
raices de las plantas”
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OBJETIVOS

General

Cuantificar la actividad de las enzimas (fosfogluconato deshidrogenasa y
gluconoquinasa) responsables del aprovechamiento del acido glucénico por parte de
Azospirillum brasilense Cd.

Especificos
Cultivar plantas de mezquite en sistema hidroponico semi-axénico

Cuantificar la produccion de acido gluconico como exudado radical de mezquite
mediante Cromatografia de Gases-Espectrometria de Masas

Detectar actividad enzimatica de fosfogluconato deshidrogenasa y gluconoquinasa en
cultivos in vitro de Azospirillum brasilense sin gluconato

Determinar el efecto del gluconato en el medio sobre la expresion de la actividad
enzimatica de la bacteria

Detectar actividad enzimatica en la bacteria colonizando las raices del mezquite
cuando ha estado en contacto con los exudados de la planta

Medir la respuesta de la planta a la inoculacion con Azospirillum brasilense evaluando
su crecimiento.
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MATERIALES Y METODOS

Al menos que asi se indique todos los reactivos fueron obtenidos de la misma compafiia: (Sigma St.

Louis, MO, USA)

Obtencioén de las semillas de mezquite:

Las semillas se recolectaron en los terrenos del Comitan, La Paz, Baja California Sur, México, en un
area localizada en los 24 “07" 36"'N, 110° 25" 48""W. Geomorfoldgicamente es una planicie aluvial
formada por la deposicion de aluvion granitico derivado de la erosion de las montafias de la Sierra
de la Laguna. El clima es calido con una precipitacion media anual de 180 mm, con lluvias
principalmente a finales del verano. La temperatura media varia desde 18°C en enero (periodo frio) a
35°C en agosto (periodo calido), con grandes variaciones durante el dia-noche. Las temperaturas
méaximas y minimas son: 26°C y 44°C en verano; 12°C y 24°C en invierno. La flora se caracteriza por
ser una transicion entre el matorral xeréfito y el bosque tropical seco; muestra una relativamente
modesta diversidad de plantas, incluyendo 136 especies de angiospermas (Carrillo-Garcia y col.,

1999).

Las vainas de mesquite se recolectaron en julio-agosto 2004 y 2005, época donde las plantas
presentan casi la totalidad de las vainas ya bien maduras. Se muestrearon 10 arboles, obteniendo
aproximadamente 0.2 Kg. /arbol. Es importante que las vainas sean de las que estan secas pero
que aun permanecen en el arbol, ya que son las que presentan el mayor porcentaje de germinacion,
el cual puede ser de hasta un 80%. Las vainas se pusieron en bolsas plasticas que se etiquetaron

con los datos de la ubicacidén del arbol, la fecha y caracteristicas de la planta. Se llevaron al
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laboratorio para extraer las semillas y seleccionarlas debido a que algunas presentan infeccidn con
la larva de un escarabajo de la familia Bruchidae, identificado como Acanthoscelides obtectus (Say)
(Laboratorio de entomologia, CIBNOR, S.C., 2006) un parasito natural muy comun en Baja California

Sur, conocido comunmente como gorgojo del frijol.

Extraccion y almacenamiento de las semillas:

Para extraer las semillas se utiliz6 un molino mecanico para carne adaptado con una malla con
perforaciones de alrededor de 1 centimetro (Felker, P. comunicacion personal). Se pusieron las
vainas en la tolva del molino y se hizo girar el tornillo sinfin, las semillas que pasaron la malla fueron
recogidas en una charola y se les retird la paja. Se seleccionaron las semillas eliminando aquellas
que presenten la larva del escarabajo; en ocasiones la presencia es facilmente detectada a simple
vista, caso contrario se debe poner atencion a un pequefio punto negro en alrededor de un tercio de
la longitud de la semilla. La presencia de este punto indica contaminacién con la larva. Una vez
seleccionadas las semillas se pusieron en un recipiente de cristal con tapa hermética y se
refrigeraron a unos 2-6°C. Estas semillas pueden ser utilizadas posteriormente cuando sea

necesario.

Manejo de las plantas en hidroponia:

1. Germinacion: Las semillas de mezquite se germinaron en charolas especiales de plastico con
tapa de 25 x 40 cms. Se esterilizaron toallas de papel en autoclave a 121 °C a 15 libras/pulgada? de
presion (psi) y se colocaron en la charola previamente higienizada con una solucion de hipoclorito de
sodio al 3% en agua. Las semillas se higienizaron de la siguiente manera: 5 minutos en agitacién

con la solucion de hipoclorito al 3%, se decanta el liquido y se lava 5 veces con agua destilada, un
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minuto cada lavado. Después de higienizadas es necesario llevar a cabo un proceso de
escarificacion para facilitar la germinacion; para esto se sumergieron las semillas en agua hirviendo
durante 1 minuto dentro de una red metalica, se sacaron, se lavaron con agua destilada, se dejaron
4 horas en agua destilada y finalmente se sembraron en la charola. La charola se guard6 en
oscuridad durante dos dias a 33°C; al tercer dia se saco a la luz (40 micromoles/m?/s) para evitar
que las plantas puedan etiolarse, esto se logrdé poniendo las charolas en la cdmara de cultivo

(Modelo 125L, Conviron, Manitoba, Canada).

2. Posgerminacion: Al sacar las plantas de las charolas de germinacion se pusieron en un
recipiente con area grande pero poca profundidad (25x25x5 cms) y se dejaron ahi con solucién
nutritiva (ANEXO 2), diluida 1:2 con agua, unos dos o tres dias en camara de cultivo a 33°C, 70% de
humedad relativa y fotoperiodo 12-12 luz-oscuridad. También se realiz6 la germinacién en charolas
metalicas de 45x20x10 cms esterilizadas en autoclave (15 minutos, 121°C, 15 libras por pulgada
cuadrada (psi) de presion), y cubiertas con papel aluminio. La mayoria de estos pasos se hicieron

en campana de flujo laminar para evitar el crecimiento de hongos parasiticos.

3. Hidroponia: Después de dos o tres dias en la luz, las plantas tenian una radicula fuerte (de
alrededor de 10 cms de largo) y con una longitud foliar de 5 cms; se trasplantaron en tubos de
ensaye con tapa de rosca perforada de 25 mL. Los tubos se llenaron con 20 mL de agua destilada y
se les agregd 5 mililitros de solucion Hoagland (solucién nutritiva, ANEXO 2) concentrada 5X. Se
dejé crecer hasta que las primeras hojas verdaderas aparecieron; una vez que las hojas aparecieron
las plantas estaban listas para inocularse. El tiempo para la aparicion de estas hojas es alrededor de

dos dias. Las condiciones son las mismas que se describieron para el crecimiento postgerminacién.
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4. Inoculacion: Para la inoculacidn se utilizd una suspension de Azospirillum brasilense en solucion
salina (NaCl 0.85%) de 10° Unidades Formadoras de Colonias (UFC) por mL; se agreg6é 1 mL de
esta suspension en cada tubo, obteniendo una concentracién celular de 10° UFC/planta.
Posteriormente se agregd solucion nutritiva una vez por semana (alrededor de 10 mL/semana para
mantener las plantas sanas). Cuando fue necesario se recuperd el volumen original con agua
destilada estéril, para evitar que las raices de las plantas estén fuera del agua. Es muy importante
mantener las raices y la solucién nutritiva en oscuridad, para evitar que crezcan microalgas en los
tubos. Lo anterior se logré envolviendo las gradillas en papel aluminio, permitiendo que las plantas
mantengan el area foliar en contacto directo con la luz. Mismas condiciones mencionadas

anteriormente.

5. Tratamiento de las plantas con fungicida: Muchos hongos pueden crecer bajo las condiciones
que se manejaron las plantas y es necesario evitarlos hasta donde sea posible. Se usaron dos
diferentes formas de tratar las plantas con fungicida: la primera es con un tratamiento con previcur®
(Bayer, México) (Carbamato de propil[3-(dimetilamino) propil] clorhidrato 72,2% p/v en agua) disuelto
(1 mL/L') en la solucién en la que se encontraban las plantas previo a la inoculacion; la segunda fue
un tratamiento con el mismo fungicida. Se pusieron las plantas en vasos de precipitado con una
solucién de previcur® ahora mas concentrado (2 mL/L agua) con las raices totalmente sumergidas y
se dejaron media hora. Después de este tratamiento se lavaron las raices con agua destilada y se

pusieron en los tubos para inocular.
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Cuantificacion del gluconato por Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de
Masas (GC-MS):

1. Curva de calibracién: Se pes6 un miligramo del estandar de gluconato y se agreg6 a un tubo de
ensaye con tapa de rosca. Se derivatizd la muestra agregando 500 pL de una solucién de Metanol-
Acido clorhidrico (1:1 v/v, concentrados) enfriado previamente en congelador de -20°C. Se selld el
tubo con teflén y se puso a bafio maria (90°C) durante dos horas. Se sacé el tubo de bafio maria y
se dejé enfriar a una temperatura de 25°C-30°C, se agregaron 1.5 mL de hexano grado HPLC y se
agitd suavemente. Se dejé reposar el tubo y se tomé la capa superior que es donde se encontraba el
metil-gluconato. Se tomaron 6 viales y se pusieron en ellos el equivalente a 50, 100, 150, 200, 250,
300, 350 y 400 ug/mL, ajustando las concentraciones con hexano. Se sellaron los viales y se
pusieron en el carrusel de muestras del equipo. Se cargd el método y la secuencia de muestreo y se
inici6 el equipo.

2. Preparacion de la muestra: Se obtuvieron los exudados radicales de las muestras necesarias
(250 mL de la solucién de germinacion) y se secaron a baja temperatura (en horno de conveccién a
40°C). Se derivatizaron de la forma descrita previamente y se inyectaron en los viales diferentes
cantidades de la muestra (100, 200, 300, 400 y 500 uL), necesarias para entrar al rango manejado
en la curva de calibracion. Una vez terminada la corrida en el equipo se calcularon las
concentraciones en la muestra utilizando los parametros obtenidos en la curva de calibracion. El
método utilizado fue generado bajo la supervision de la M. en C. Laura Carredn Palau, técnico

responsable del Laboratorio de Microalgas, CIBNOR, S.C. (2005)
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Preparacion del inéculo:

El indculo se obtuvo mediante la reactivacion de la cepa, conservada en nitrégeno liquido, en cajas
Petri con agar nutritivo por la técnica de estria cruzada, incubando a 36-37 °C, durante 48 horas.
Posteriormente se selecciond una colonia aislada y se verificd pureza por morfologia colonial y
celular (macro y microscopicamente). Se transfiri6 una asada abundante a matraces Erlenmeyer de
125 mL con 50 mL de medio de cultivo liquido TYG (medio mineral con triptona, extracto de levadura
y glucosa) (ANEXO 1) y se incubaron a 35°C, 130 rpm durante 24 horas. Después de transcurrido
este tiempo se tomaron dos mililitros del cultivo celular y se transfirieron a matraces con el mismo
medio de cultivo fresco y se incubaron a las mismas condiciones durante 16 horas para tener un
cultivo joven (Bashan y col., 2002). Es importante respetar los tiempos debido a que la bacteria tiene
un tiempo de duplicacién corto, por lo que una o dos horas de diferencia pueden representar una

gran diferencia en la cantidad y fisiologia de las células.

Extracto libre de células partiendo de los cultivos liquidos de Azospirillum:

Un total de 400 mL del cultivo celular se centrifugd para obtener el paquete celular (4000 x g, 10
min), el cual se lavd dos veces con solucion salina (0.85%) y se resuspendi6 en Buffer de
rompimiento (“Breacking Buffer” (BB), 0.01 M Tris [2-amino-(hidroximetil)-1,3 propanodiol]) pH 7.2,
0.01 M MgClz, 0.001 M DTT [dithiothreitol]) a una relacién de 2% del volumen original de medio de
cultivo. Para romper las células se sometieron a un proceso de sonicacién (tres ciclos de 30
segundos y dos de 1 minuto con un minuto de incubacién en bafio de hielo después de cada ciclo
(Ultrasonic Homogenizer 4710Series, Cole-Parmer Instruments, USA)). Se centrifugé a 10,500 x g,
durante 30 minutos en refrigeracion para separar los restos celulares; se descartd el pellet y se

trabajo6 el sobrenadante como el extracto enzimatico (Fraenkel y Levisohn, 1967).
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Extracto libre de células con las raices de las plantas inoculadas:

Se sacaron las plantas de la camara de crecimiento y se tomaron 5 muestras de cada tratamiento.
Cada muestra consta de las raices de tres plantas. Se cortaron las raices de las plantas en partes
pequefas y se pusieron en un tubo de dos mililitros con 1 mililitro de BB preenfriado y se maceraron
con ayuda de un émbolo de cristal. Desde el momento en que se agregd el BB las muestras se
mantuvieron en frio (bafio de hielo). Una vez maceradas las muestras se llevaron a homogenizar por
sonicacién a las mismas condiciones descritas en el punto anterior. La recuperacion del extracto se

hizo también de la misma forma que se describi6é previamente para la bacteria.

Cuantificacion de proteina: Se midié proteina mediante el método descrito por Bradford (1976).

Actividad de la enzima Gluconoquinasa:

El analisis esta basado en un método descrito por Wang y Dykhuizen (2001). A un volumen de 100
uL de extracto libre de células se le agregé 1 mL de una mezcla de reaccién a 37°C. Esta mezcla
contenia 50 mM de buffer HEPES (1-Piperazina etano acido sulfonico 4-(2-hydroxyethyl)- sal de
sodio, pH 7.6 a 37°C)(J.T. Baker, Phillipsburg, N.J., USA), 10 mM de MgCl, 3 mM de ATP, 1 mM de
gluconato, 0.2 mM de NADP, y una unidad de 6 fosfogluconato deshidrogenasa. Se midi6 la
absorbancia a 340 nm a 37°C con un espectrofotometro (UV/VIS Lambda Bio 20, Perkin-Elmer,
USA). La reaccidn inici6 al agregar el extracto enzimatico y se monitore6 por 10 minutos. Este
equipo cuenta con un dispositivo de 8 celdas lo que permitié utilizar las 5 réplicas y dos controles
(positivo y negativo) al mismo tiempo. Como control positivo se utilizd un estdndar enzimatico
comercial (de la enzima fosfogluconato deshidrogenasa) y como control negativo la misma mezcla

de reaccion pero sustituyendo el extracto por 100 pL de agua destilada.
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Actividad de la enzima Fosfogluconato deshidrogenasa:

Para este ensayo se utilizaron las mismas condiciones que para el anterior, sin agregar ATP ni
fosfogluconato deshidrogenasa. En lugar de gluconato se agregaron 500 uM de fosfogluconato
como sustrato para la enzima. Al igual que la enzima anterior, se midi6 absorbancia a 340 nm en un
ensayo cinético de 10 minutos en un espectrofotémetro (UV/VIS Lambda Bio 20, Perkin-Elmer,
USA). En ambos casos, una unidad enzimética es aquella cantidad de enzima que produce un

cambio de absorbancia por minuto de 0.5.

La mezcla de reaccion fue preparada justo en el momento en que iba a ser utilizada, debido a que se

perdia actividad si se almacenaba.
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DISENO EXPERIMENTAL Y ANALISIS ESTADISTICOS

El disefio experimental es por bloques completamente al azar, donde cada bloque consta de 40
plantas inoculadas y otras 40 no inoculadas como control. El disefio de bloques al azar o Random
Block se debe a que se trata de eliminar la variabilidad propia de las plantas, las cuales pueden
presentar marcadas diferencias en la altura por germinar con unas horas de diferencia. Ademas, se
tratd de seleccionar las plantas de un tamafio homogéneo (aproximadamente 5 cms de longitud
foliar), por la misma razon anterior. Se realizd el experimento con su respectiva repeticion, para
corroborar los datos obtenidos en el primero. En cada unos de los experimentos se llevaron a cabo
dos muestreos; el primero fue a los 15 dias posteriores a la inoculacion y el segundo 8 dias después
(@ 23 dias de la inoculacion). Los resultados corresponden al promedio de dos experimentos
idénticos realizados en diferentes tiempos. Los andlisis estadisticos que se emplearon para estos
experimentos fueron en cada caso un Andlisis de Variancia (One Way ANOVA), con un coeficiente
de confianza del 95% utilizando el paquete Statistica version 6.0 (Kernel release, StatSoft, Inc.,
Tulsa, OK, USA). Lo anterior debido a que en cada caso las condiciones se mantuvieron controladas
y se trataba de determinar el efecto de la variable inoculacién. Los resultados a los que no se les
realiz6 analisis estadistico, dado que no se considerd necesario, se presentan como gréficas

generadas con el programa SigmaPlot 9.0 (Systat Software Inc. Richmond, CA, USA).

En todas las graficas a partir de la nimero 11 los rétulos son como sigue: INOCULAD (rétulo de la
izquierda) se refiere a plantas que recibieron la inoculacién con Azospirillum brasilense Cd; las
rotuladas como NO INOC (a la derecha en la grafica) son las plantas que no se inocularon.

CONTROL se refiere a un extracto de la bacteria sola, en un cultivo de 16 horas en TYG.
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RESULTADOS Y DISCUSIONES

Cuantificacion del acido glucénico en los exudados radicales de mezquite por GC-MS:

Se cuantifico el gluconato por Cromatografia de Gases-Espectrometria de Masas en un equipo
Modelo GCD Plus (Hewlett Packard, USA). Se realizd una curva de calibracion y posteriormente se
realizé la inyeccion de muestras de exudados radicales de mezquite y se encontr6 que la
concentracion en dichos exudados es de alrededor de 20 pg/mL, que de acuerdo al peso molecular
del gluconato representa alrededor de 0.1 mM, es decir, 1/10 de la concentracion utilizada en los
ensayos previos que es de 1 mM. Cabe mencionar que la concentracion de 1 mM esta calculada de
tal forma que éste no sea el reactivo limitante. El cromatograma y el espectro de masa para la
muestra se puede observar en la figura 5. Para los estandares el tiempo de retencion fue de 14.24
minutos y el pico mas abundante es aquel que corresponde a una relacion masa/carga (m/z) de 43.
En la figura 5 se ve un pico correspondiente al tiempo de retencion de 14.24 minutos, y ademas el
espectro de masas muestra que el pico mas abundante es también el de m/z de 43. Una busqueda
en la libreria del equipo arroja una semejanza entre espectros (estandar y muestra) mayor del 85 %,
de tal modo que podemos decir, con un grado de confiabilidad bastante alto, que el pico presente en
la muestra corresponde al gluconato. En ambos casos, el pico marcado con la m/z de 18

corresponde al agua, comun en casi la totalidad de las muestras analizadas por este método.

Ademas del método utilizado en este trabajo se puede cuantificar gluconato de otras formas. En los
afios 50-60 se utilizaba la propiedad de los hidroxiacidos (el gluconato es uno de ellos) para
reaccionar con compuestos de fierro y formar compuestos coloridos, para cuantificar de forma

espectrofotométrica a 400 nm (Reinder, 1955). Por supuesto no era un método muy preciso, asi que



surgieron otras formas para la cuantificacién como la Cromatografia Liquida de Alta Resolucion
(HPLC), que es un método muy preciso y sensible (Zelic y col., 2002, Herrmann y col., 2004). Previo
al andlisis realizado con el GC-MS si hicieron analisis preliminares con el método
espectrofotométrico, para saber si habia gluconato, aunque no se pudiera cuantificar, este analisis

nos sirvié para preparar las muestras para el analisis mas detallado del cromatégrafo.
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Figura 5.- Cromatograma y espectro de masas de una muestra de exudados radicales de mezquite.
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Determinacion de la actividad de la enzima fosfogluconato deshidrogenasa comercial:

Se realizd un ensayo cinético con la enzima fosfogluconato deshidrogenasa (EC 1.1.1.44) (Sigma,
St. Louis, MO, USA) para corroborar la metodologia correspondiente a la determinacién de su
actividad. Se probaron diferentes concentraciones de la enzima comercial y se obtuvo el resultado
que se muestra en la figura 6. Este ensayo nos permitié conocer el comportamiento de la enzima
Fosfogluconato deshidrogenasa comercial, la cual nos serviria posteriormente como control positivo

en las siguientes pruebas.

Las enzimas que se cuantificaron son secuenciales, es decir, el producto de la primera es el sustrato
para la segunda. La reaccién completa va desde el gluconato, se fosforila con la gluconokinasa y el
fosfogluconato obtenido sirve de sustrato a la deshidrogenasa. De tal manera, que se puede realizar

la cuantificacién de las dos con un mismo estandar comercial.
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Figura. 6.- Determinacion de la actividad de la enzima fosfogluconato deshidrogenasa comercial
(EC 1.1.1.44) a diferentes concentraciones.

Pruebas de sonicacion:

El paso critico para la extraccidn correcta de la enzima es el de homogenizado; si se hace bien el
ensayo puede llevarse a cabo, de no ser asi, se presentan problemas que pueden llegar a ser
complejos. El la literatura existen variaciones en cuanto al tiempo de sonicacion, debido a que cada
organismo presenta diferentes caracteristicas en su membrana y/o pared celular. En Ocasiones sélo
es necesario utilizar un homogenizador de tejidos (Yum y col., 1997), otras veces se requiere un
buffer de rompimiento junto con la sonicaciéon (Wang y Dykhuizen 2001); otras mas se utiliza un

método de congelacion-descongelacion (Tetaud y col., 1999) o una prensa francesa (Matsuchita y
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col., 2003). Lo que se busca al utilizar cualquiera de estos métodos (o incluso otros), es exponer el

contenido citoplasmico rompiendo la membrana celular.

Tomando en cuenta los resultados obtenidos en la figura anterior se procedi6 a realizar ensayos
cinéticos con extractos celulares tomando como control positivo la enzima comercial en una
concentracion equivalente a 0.2 U de actividad. Los resultados obtenidos se muestran en la figura 6.
Se trabajaron dos métodos para la homogenizacién, el primero (extracto 1) con 5 pulsos de 1 minuto
con bafios de hielo de 1 minuto después de cada pulso; el segundo (extracto 2) fueron tres pulsos de
30 segundos y dos méas de 1 minuto con intervalos en bafio de hielo de 1 minuto; se realizaron dos
lecturas de cada extracto. En la figura 7 puede verse que el extracto manejado con el método 2
presenta un mejor resultado, es decir, el cambio de absorbancia por minuto es mayor que con el otro
método. El control positivo, como ya se menciond, es enzima comercial, mientras que en control
negativo es la mezcla de reaccion a la que le fueron adicionados 100 pL de agua destilada en lugar

del extracto enzimatico.
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Efecto de la concentracion de gluconato en el medio de cultivo:

Posteriormente se realizaron dos experimentos con diferentes concentraciones de gluconato en el
medio de cultivo de la bacteria para ver el efecto que éste pudiera tener sobre la actividad de
fosfogluconato deshidrogenasa. Los resultados se presentan en la figura 8. El control negativo es la
misma mezcla de reaccién pero sin agregar enzima, mientras que el control positivo es una
preparacion con la enzima comercial. En este ensayo no encontramos diferencias en el cambio de
absorbancia por minuto entre las 3 concentraciones, a pesar de que en la gréfica se vean diferencias
en los valores. La diferencia entre en el punto de inicio de cada concentracién se debe a que el color
del extracto era diferente porque el medio cambiaba de color a diferentes concentraciones de

gluconato; sin embargo, el cambio de absorbancia es casi constante.
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Figura 8. .- Cinéticas de la enzima fosfogluconato deshidrogenasa de los extractos de la bacteria crecida
en diferentes concentraciones de gluconato en el medio de cultivo.
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En los experimentos previos se trabajo solo con la enzima fosfogluconato deshidrogenasa, ya que
era con la que contabamos con estandar comercial y se consideré que no era necesario cuantificar
las dos, hasta conocer el comportamiento del estandar. Posterior a estos ensayos se realizaron otros
similares, manejando ahora 6 concentraciones de gluconato en el medio y se midié actividad de la
fosfogluconato deshidrogenasa y de la gluconoquinasa. Las concentraciones de gluconato fueron
preparadas agregando gluconato al medio de cultivo. Los resultados obtenidos se muestran en las
figuras 9 y 10. Para el caso de la deshidrogenasa el anélisis estadistico no muestra diferencias
significativas en la actividad de la enzima en funcion de la concentracion de gluconato en el medio;
lo que corrobora lo que se planted en la grafica anterior. Para la GQ si existen diferencias
estadisticamente significativas de las 6 concentraciones de gluconato con respecto al extracto

obtenido del medio de cultivo sin gluconato.
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Figura 9.- Actividad especifica de la enzima fosfogluconato deshidrogenasa de extractos de Azospirillum
brasilense Cd, crecido en medio de cultivo TYG con seis diferentes concentraciones de gluconato.
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Experimento de inoculaciéon con Azospirillum brasilense de plantas de mezquite cultivadas en

hidroponia:

Fosfogluconato deshidrogenasa: Los resultados obtenidos en los experimentos se muestran a

continuacion en las siguientes 2 graficas (Figuras 11y 12).
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Figura 11.- Actividad especifica de fosfogluconato deshidrogenasa en raices de plantas de

mezquite en hidroponia. Muestreo a los 15 dias de inoculadas.



43

ACTIVIDAD ESPECIFICA FGDH B

a F(2,4)=43.04

0.20 a
= I
5 <0.05
5 —r 3 P
jo2]
£ 0.15
£
£
<
=
a
2 0.10
o
>
=
3)
< 0.05

b T~ Mean+SE
Mean-SE
0.00
INOCULAD NO INOC CONTROL O Mean

TRATAMIENTO

Figura 12.- Actividad especifica de fosfogluconato deshidrogenasa en raices
de plantas de mezquite en hidroponia. Muestreo a los 23 dias de
inoculadas.

Como se puede apreciar de las graficas anteriores solo se presentan diferencias entre los
tratamientos y el control, no asi entre un tratamiento y otro. Comparando estas dos graficas con los
resultados de la figura 9 podemos ver que el comportamiento es similar, es decir, no existen

diferencias significativas que puedan atribuirse a la presencia del gluconato en el medio.
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Gluconoquinasa: Para esta enzima se realizaron también cuatro muestreos distribuidos de la

misma forma que los de la fosfogluconato deshidrogenasa. De igual manera los rétulos

corresponden a la misma terminologia utilizada para la otra enzima.
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3 0.010 p>0.05
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Figura 13.- Actividad especifica de gluconoquinasa en raices de plantas de

mezquite en hidroponia. Muestreo a los 15 dias de inoculadas.
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Figura 14.- Actividad especifica de gluconoquinasa en raices de plantas de
mezquite en hidroponia. Muestreo a los 23 dias de inoculadas.

Para el muestreo a los 15 dias posteriores a la inoculacion (figura 13) se puede apreciar que las
medias del tratamiento inoculado son mas altas que las medias del tratamiento no inoculado y que el

control; sin embargo, el analisis estadistico no arroja diferencias significativas entre ellos (p>0.05).

En el segundo muestreo (figura 14) la actividad del extracto de las raices de las plantas que fueron
inoculadas es significativamente mas alta que la de aquellas que no fueron inoculadas (p<0.05);
presenta también diferencias estadisticamente significativas entre dicho tratamiento y el control. La
actividad de las plantas no inoculadas no es significativamente mayor que el control. Cabe destacar
que la suma de las actividades del control y de las plantas no inoculadas es menor que la actividad
de las inoculadas, lo que supone un aumento en la actividad por la presencia del gluconato como

exudado radical del mezquite y no solo un efecto aditivo.
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Estos resultados son consistentes con los que se habian obtenido en la primera parte del trabajo,
cuando se crecid la bacteria con diferentes concentraciones de gluconato en el medio de cultivo. Si
bien la cantidad de gluconato en el medio de cultivo es mucho mayor que lo que se cuantificd en los
exudados de la planta, también es importante recordar que la cantidad de bacterias adheridas a las

raices es también mucho menor.

Si comparamos las figuras 10 y 14 podemos observar que la actividad sigue un comportamiento
similar tanto en los experimentos in vitro (figura 10) como en los experimentos en presencia del
mezquite. Esto puede ser una sefial importante para respaldar la hipdtesis planteada al iniciar este
trabajo, al menos para una de las dos enzimas. Otra cosa importante, que tendra que establecerse
posteriormente, es cual es la cantidad minima de gluconato que se requiere para observar una

diferencia significativa es la actividad de la enzima.

Los resultados obtenidos en los ensayos presentados anteriormente concuerdan con lo reportado
para otras bacterias Gram negativas. Dichos trabajos mencionan que el gen que codifica para la
enzima gluconoquinasa es inducible por el gluconato en diferentes organismos como E. coli (Cohen,
1951; Fraenkel y Levisohn, 1967; Peekhaus y Conway, 1998) y Salmonella tiphimorium (Fraenkel y
Horecker, 1964). Ademas, existen trabajos como el de Wang y Dykhuizen (2001) en los que se pone
de manifiesto el hecho de que la fosfogluconato deshidrogenasa, no responde al aumento en la
concentracion de gluconato en el medio. Por otro lado, este mismo trabajo menciona que existe otra
enzima (6-fosfogluconato deshidratasa) que también utiliza el producto de la reaccion de la
gluconoquinasa (el 6 fosfogluconato), por lo que es menos factible observar una variacion en la

actividad de la misma. Segun el trabajo publicado por Fraenkel y Levisohn (1967) la razén por la que
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la fosfogluconato deshidrogenasa no reacciona a los cambios de concentracién de gluconato es
porque compite por el sustrato con la deshidratasa, la cual es producto de un gen que si es
inducible. De acuerdo a Peekhaus y Conway (1998), la induccién se da mediante la unién del
gluconato al producto del gen gniR (el cual es un represor del sistema) lo que elimina el control

negativo de éste.

A pesar de que Azospirillum es probablemente la PGPB no simbidtica mas estudiada (Bashan, y
col., 2004), es muy poco lo que se conoce de su metabolismo de gluconato. Dentro de los pocos
trabajos relacionados con el metabolismo del gluconato por parte de Azospirillum se encuentran los
de Westby y col. (1983), Hartmann y Zimmer (1994) y Rodelas y col. (1994), donde se menciona que
la mayoria de las cepas de A. lipoferum y A. brasilense pueden utilizar diferentes acidos organicos
como fuente de carbono (tales como mélico, succinico, cetoglutarico, lactico y gluconico). Pero
segun Rodriguez y col. (2004) algunas cepas de A. brasilense (Cd y 8I) pueden producir acido
gluconico cuando crecen en medio de cultivo con fructosa, y utilizando glucosa como inductor para la
produccion del acido. La importancia de la produccién de acidos organicos como el glucénico en una
bacteria como Azospirillum reside en el hecho de que se considera un mecanismo importante en la
solubilizacion de minerales como el fosforo (Rodriguez y Fraga, 1999). De acuerdo a Carrillo y col.
(2002) la inoculacion con Azospirillum brasilense aumenta la liberacién de protones y acidos
organicos al medio por parte de plantulas de cardon, lo que resulta en un crecimiento mas rapido de
las plantulas. De esta forma puede cerrarse un circulo benéfico para ambos organismos (planta y
bacteria), ya que a mayor produccion de &cidos organicos la bacteria puede tener una mayor fuente

de carbono disponible y de esta forma seguir produciendo sustancias benéficas para la planta.
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El microorganismo mas estudiado en este tema, al igual que en la mayoria de los temas
relacionados a la genética bacteriana, es E. coli. En el metabolismo intermedio de los carbohidratos,
existen dos rutas constitutivas muy importantes, la de Embden-Meyerhoff-Parnas y la de las
pentosas fosfato, y en 1952 se descubri6 una tercera conocida como Entner-Doudoroff. Esta ruta ha
sido estudiada, ademas de en E. coli, en Zymomonas mobilis y Pseudomonas aeruginosa y se ha
visto que es inducida por la presencia de gluconato en el periplasma de bacterias Gram-negativas

(Fliege y col., 1992).

La induccion por el gluconato de los genes del sistema Gnitl, junto con los genes edd'y eda de la ruta
de Entner-Doudoroff, los cuales codifican para una 6-fosfogluconato deshidratasa y una 2-ceto,3-
deoxi,6-fosfogluconato aldolasa, es regulada negativamente por el producto de gntR, mapeado a los
77 minutos (Tong y col., 1996). Estas dos enzimas son las que compiten con la fosfogluconato

deshidrogenasa.
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Respuesta de las plantas a la inoculacion con Azospirillum brasilense Cd: Altura:

Se midio la altura de las plantas como un parametro de evaluacion del efecto de la inoculacion.

RESPUESTA DE LOS MEZQUITES
A LA INOCULACION CON Azospirillum brasilense Cd

15.0
1 F(1,15)=25.014
145} L
p<0.0005
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125} T
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Figura 15.- Altura de las plantas en el experimento de inoculacién de mezquite (Prosopis articulata) con la bacteria
Azospirillum brasilense Cd en hidroponia, a los 23 dias de inoculadas. Los valores son el promedio de
dos experimentos. INOC= Plantas que fueron inoculadas, NO INOC= Plantas que no fueron inoculadas
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Las plantas que se midieron son las que se utilizaron para obtener los extractos y medir la actividad,
fueron 15 plantas inoculadas y 15 no inoculadas en cada experimento. Como se describid
anteriormente, se realizaron dos muestreos en cada experimento para la cuantificacion de la
actividad, sin embargo, en relacion a la altura solo se tomaron los datos del ultimo muestreo, ya que
se requeria de tiempo para que la planta creciera un poco mas (unos tres centimetros

aproximadamente) para visualizar mejor el efecto.

La diferencia es estadisticamente significativa (p<0.0005), lo que indica que la inoculacion de las
plantas de mezquite con la Bacteria PGPB Azospirillum brasilense Cd, se puede considerar benéfica
para la planta. De acuerdo al trabajo presentado publicado por Bashan, y col., (2004), uno de los
mas completos en cuanto al tema de la inoculacion, existen mas de 150 especies de plantas e
incluso una microalga unicelular (Gonzalez y Bashan, 2000) que han respondido exitosamente a la
inoculacion con Azospirillum brasilense por lo que esta bacteria se considera que no es planta
especifica. Sin embargo, todavia en la actualidad, el principal problema que la inoculacion encuentra
es la inconsistencia de los resultados en campo, una forma practica para la aplicacién, asi como un

portador comercial con caracteristicas adecuadas (Bashan y col., 2002).

Entre las muchas plantas que han sido cultivadas ademas del trigo, el maiz, el mijo (Pennsisetum
purpureum) y Digitaria decumbes (Caballero-Mellado y col., 2000) se encuentran especies tan
dispares como la Setaria italica, conocida cominmente como mijo cola de zorra (Bhaskara Rao y
Charyulu, 2005) y el chile habanero (Capsicum chinense Jacquin) (Canto-Martin y col. 2004). Existen
incluso otras plantas menos comunes que han sido inoculadas con éxito, algunas son: la haldfita

Salicornia bigelovii (Bashan y col., 2000), el mangle Avicennia germinans (Puente y col., 1999), el
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cardon gigante Pachycereus pringlei (Puente y Bashan, 1993; Puente y col., 2004; Carrillo-Garcia y

col., 2000) y la microalga Chlorella sorokiniana (Hernandez y col., 2006).

A pesar de tantas especies inoculadas, no se encuentran reportes acerca de la inoculacion de
especies de Prosopis con Azospirillum brasilense Cd. Lo méas cercano a los mezquites han sido
algunas leguminosas como acacias y Vigna ungiculada, obteniendo resultados de aumento en la

biomasa, altura de la planta y de la fijacidn de nitrdgeno en las raices (Bashan y col., 2004).

La razon por la que sélo se evalud el crecimiento de la planta con el pardmetro altura es debido a
que el mezquite es un arbol que crece lento. Felker y Guevara (2003) encontraron un crecimiento
maximo del diametro del tallo de 2.6 cm/afio para plantas seleccionadas, siendo mucho menor para
plantas crecidas de manera natural. Debido a esto, en el tiempo que duraron los experimentos con
las enzimas, las diferencias en otros parametros como el peso seco serian menos evidentes. Una
estrategia que se esta llevando a cabo para lograr un crecimiento mas rapido en mezquites
destinados a la explotacién de su madera, es el uso de mini-injertos; asi se puede obtener una

produccion de arboles a gran escala (Ewens y Felker., 2003).

Considerando todos los resultados anteriores, podemos decir que la presencia constante de acido
gluconico en el medio hidroponico en el que se llevaron a cabo los experimentos puede estar
activando los genes que codifican para la enzima gluconoquinasa. El aumento en la actividad de
esta enzima puede ser un indicador del beneficio que la bacteria recibe por estar adherida a las
raices de la planta; la bacteria obtiene energia y carbono del gluconato, manteniendo un estado

fisiolégico activo y ayudando a la planta en el crecimiento.
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CONCLUSIONES

El cultivo de mezquite (Prosopis articulata) en hidroponia es viable, incluso siendo una
planta de crecimiento lento, y facilita el analisis enzimatico bajo las condiciones

manejadas en este trabajo.

Las plantas de mezquite producen é&cido gluconico como exudado radical. La
cuantificacion del acido glucoénico mediante el analisis por Cromatografia de Gases
acoplada a Espectrometria de masas (GC-MS) es una opcion viable, confiable y muy
sensible, presentandose como una buena alternativa al método mas comun que es la

Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC).

. Azospirillum brasilense Cd presenta actividad de las dos enzimas consideradas en este

trabajo (Gluconoquinasa y Fosfogluconato deshidrogenasa) y es posible cuantificarla

con los métodos que se han ensayado.

La enzima fosfogluconato deshidrogenasa no es activada mediante la adicién de

gluconato al medio de cultivo de la bacteria.

La gluconoquinasa es una enzima activada por el gluconato agregado al medio de
cultivo, presentando diferencias estadisticamente significativas con el medio de cultivo

sin gluconato.

La fosfogluconato deshidrogenasa no responde a la presencia de los exudados de la

planta y su actividad no se ve significativamente afectada.
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7. Lagluconoquinasa aumenta su actividad especifica de manera significativa en presencia

del acido glucdnico exudado por las raices del mezquite.

8. Las plantas de mezquite responden positivamente a la inoculacion con Azospirillum

brasilense Cd, lo que se refleja en un aumento en la altura de las plantulas.

9. El aumento de la actividad de la gluconoquinasa de Azospirillum brasilense Cd en
presencia de los exudados radicales del mezquite puede ser una sefial de un

mecanismo mediante el cual la bacteria se beneficie de su asociacion con las plantas.
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PERSPECTIVAS

Falta mucho por hacer en este tema que apenas va iniciando pero estoy convencido que los
datos obtenidos en este trabajo seran de ayuda para quienes aborden este tema en el futuro.
Considero que se deben realizar mas estudios en este campo ya que es una parte un tanto
olvidada en la investigacion con Azospirillum brasilense. Se podrian realizar algunos
experimentos para monitorear la produccion de &cido gluconico en el mezquite de forma
constante y de esta manera saber si la inoculacion puede ser en cualquier momento del
crecimiento de la planta o sélo en su etapa de plantula. No se evaluaron algunos parametros
como el peso seco o la produccion de pigmentos por cuestiones de tiempo, pero podrian ser

datos Uutiles si se desea conocer mas acerca de la promocion de crecimiento por la inoculacidn.

También seria importante el uso del microscopio de fluorescencia para evaluar las zonas de
colonizacién en las raices por parte de las bacterias, lo que se pudiera hacer inoculando la planta
con la bacteria portadora del gen de la Proteina Verde Fluorescente (gfp). También se pudieran
hacer inoculaciones mixtas con alguna cepa de Rhizobium y saber si eso favorece la formacion

de nodulos fijadores de nitrogeno.

En cuanto a las enzimas se podrian realizar experimentos in vitro con gluconato como fuente
Unica de carbono, realizando evaluaciones de actividad para conocer méas a detalle el papel de
las enzimas en cuanto al beneficio por parte de la planta hacia la bacteria y poder establecer, de
forma mucho mas precisa, el papel del gluconato en este sentido. Se realizaron algunos avances
al respecto, encontrandose que la bacteria podia crecer en un medio mineral con gluconato
como Unica fuente de carbono, s6lo que no se hizo la medicién de la actividad correspondiente,

ya que en ese momento no contaba con la enzima comercial para hacer las evaluaciones;
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ademas, también se presentd un problema de contaminacién de las cajas de cultivo, lo que
dificulté hacer un conteo preciso y confiable. En base a esos datos, creo que los resultados de

un experimento de este tipo pueden ser valiosos en la investigacion.

Una Ultima recomendacion seria evaluar también la actividad de la enzima fosfogluconato
deshidratasa (EC 4.2.1.12) que es una enzima que compite por el sustrato con la fosfogluconato
deshidrogenasa y que pudiera darnos una mejor idea acerca de la rutas que sigue el gluconato

en la bacteria.
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ANEXO 1

MEDIO DE CULTIVO TYG PARA BACTERIAS
DIAZOTROFICAS

El medio fue publicado por Prabhu y col. (2000) y modificado por Bashan y col. (2002)

REACTIVO PESAR (g) PARA 1 LITRO
Cloruro de Sodio 1.2
Sulfato de Magnesio.7H20 0.25
Fosfato de potasio dibasico 0.13
Cloruro de calcio 0.22
Sulfato de potasio 0.17
Sulfato de Sodio 24
Bicarbonato de Sodio 0.5
Carbonato de Sodio 0.09
EDTA 0.07
TRIPTONA 5
EXTRACTO DE LEVADURA 5
GLUCOSA 5

En ocasiones se puede agregar 1 gramo de cloruro de amonio como fuente de nitrégeno para
acelerar el crecimiento de las bacterias, sin embargo en casos de aislamientos es preferible

usarlo sin nitrégeno para estar seguros de la capacidad fisiologica de la bacteria.

Ajustar pH a 7 con NaOH 1N o con HCL 1N después de esterilizar (121°C, 15 psi)



ANEXO 2
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Solucidn nutritiva para plantas, modificada de la soluciéon Hoagland presentada por Taiz y

Zerger (1998)
SUSTANCIA NUTRIENTE CANTIDAD

PROPORCIONADO (g/L)
Nitrato de potasio Nitrégeno, Potasio 0.5
Nitrato de calcio Nitrégeno, Calcio 0.82
Fosfato de potasio monobasico Potasio, Fésforo 0.1051
Sulfato de Magnesio Magnesio, Azufre 0.241
EDTA, sal de fierro Quelante 0.036
Acido bérico Boro 0.003
Cloruro de manganeso tetrahidratado Manganeso 0.002
Sulfato de zinc heptahidratado Zinc 0.0002
Sulfato de cobre pentahidratado Cobre 0.00008
Molibdato de amonio Molibdeno 0.00002

El primer grupo de sustancias corresponde a los macronutrientes y el segundo son los

micronutrientes.
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