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Resumen 

Azospirillum spp. es uno de los géneros más representativo del grupo de las rizobacterias 

promotoras del crecimiento vegetal.  

Diversos factores afectan la colonización de la raíz y la promoción del crecimiento 

por parte de Azospirillum, entre ellos: la capacidad de formar una biopelícula estable 

sobre la raíz, la interacción y competencia con otros microorganismos de la rizosfera y la 

presencia de factores ambientales estresantes que alteren la actividad y supervivencia de 

la bacteria en la rizosfera. 

En esta tesis, se abordó el estudio de la regulación de la formación de biopelícula 

por dos moléculas señal que produce A. brasilense Sp245: óxido nítrico (NO) y auxinas 

(AIA). Además se investigó la capacidad de esta bacteria de formar biopelícula en 

condiciones de estrés salino. Por último, se estudió el efecto de la interacción con otro 

microorganismo habitante de la rizosfera como Pseudomonas protegens sobre el 

crecimiento y la formación de biopelículas de Azospirillum.  

Para estudiar la participación del NO y el AIA en la formación de biopelícula se 

utilizaron mutantes isogénicas de Sp245; Faj164 deficiente en la producción de NO y 

Faj009 disminuida en la síntesis de AIA. Además se analizó la producción de NO y el 

contenido de AIA en la biopelícula, así como el efecto del agregado exógeno de dadores 

de NO y de auxina sintética. Asimismo, se determinó el efecto del agregado de cloruro de 

sodio sobre la formación de biopelícula, la producción de NO y auxinas. Por otra parte, la 

interacción en el crecimiento estático y la formación de biopelícula entre A. brasilense 

Sp245 y P. protegens CHA0 se abordó mediante microscopia confocal y ensayos en placa 

de Petri.  

Los resultados indicaron que el NO participa en la formación de biopelícula en A. 

brasilense, no así las auxinas. En contraste, el agregado de auxina exógena provocó una 

disminución en la producción de NO y en la formación de biopelícula, mientras que la 

adición de NO disminuyó el contenido de AIA en la biopelícula. Por otra parte, el estrés 

salino indujo la formación de biopelícula independientemente de la producción de NO. Los 
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estudios de interacción entre A. brasilense y P. protegens mostraron que el crecimiento 

estático de ambas cepas fue mayor cuando crecieron co-cultivadas, mostrando un efecto 

cooperativo. Asimismo, las imágenes de microscopía confocal revelaron la formación de 

biopelículas mixtas estructuradas, ubicándose Sp245 principalmente en el fondo y CHA0 

hacia la superficie de la biopelícula. Los ensayos de interacción en placa de Petri 

mostraron que A. brasilense presentó un fenotipo de colonia pequeña en presencia de un 

césped de P. protegens. 

En conclusión, el NO modula la formación de biopelícula en Azospirillum y no las 

auxinas. Existe una regulación cruzada entre AIA y NO evidenciada por un requerimiento 

de NO para la formación de biopelícula en Azospirillum y una dispersión de la misma por 

AIA. La salinidad induce mayor formación de biopelícula.  

Por otra parte, los resultados revelan una interacción cooperativa entre A. 

brasilense y P. protegens, en la que ambas cepas aumentaron su crecimiento estático y 

formaron biopelículas mixtas con una distribución especie-específica. Asimismo, los 

cambios en el fenotipo de la colonia de Sp245 sugieren una comunicación activa entre 

estas dos cepas.  
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Abstract 

Azospirillum spp. is one of the most representative genera of plant growth 

promoting rhizobacteria. 

Several factors affect root colonization and plant growth promotion by 

Azospirillum. Among them the ability to form biofilm on roots, the interaction with other 

important inhabitants of the rhizosphere and the occurrence of environmental stressing 

factors altering its survivor in the rhizosphere.   

The regulation of biofilm formation by the two signals molecules produced by A. 

brasilense Sp245, auxin (IAA) and nitric oxide (NO), was studied. In addition, the capability 

of the bacteria to form biofilm in salt conditions was investigated. Finally, the growth and 

biofilm formation of A. brasilense Sp245 when is co-cultivated with Pseudomonas 

protegens, a natural inhabitant of the rhizosphere, were studied.  

Isogenic mutant strains of Sp245 impaired in auxin synthesis (Faj009 strain) and in 

NO production (Faj164 strain) were chosen as a genetic model to distinguish between IAA 

and NO regulations. IAA and NO production by the biofilm were analyzed. In addition the 

effect of exogenously added IAA and NO donors on biofilm formation and dispersion were 

analyzed. The interaction between A. brasilense Sp245 and P. protegens CHA0 was 

analyzed by confocal microscopy of mixed biofilms and by growth compatibility assays in 

Petri dishes.  

Results indicated that NO participates in the regulation of biofilm formation but 

not IAA, which produced A. brasilense biofilm dispersion. The exogenous addition of 

synthetic AIA decreased NO production and biofilm formation, while NO donors reduced 

biofilm´s AIA content. On the other hand, saline stress produced higher biofilm formation 

independent of the level of NO production. When co-cultived A. brasilense and P. 

protegens were capable to form structured biofilms with a specie-specific distribution 

within it. Both strains statically grew better when co-cultivated indicating a cooperative 

effect. 

In conclusion, biofilm formation by Azospirillum is modulated by NO but no by IAA.  

Moreover, it was also possible to establish a crosstalk between auxin and NO. The salt 
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stress induced higher biofilm formation. When co-cultivated with P. protegens, mixed 

biofilms were structured in a specie specific way and phenotypic changes in plate assays 

suggested an active communication between both strains. 
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Glosario de abreviaturas 

 μl: microlitro 

 μM: micromolar 

      ARC: Agar Rojo Congo 

 ADN: acido desoxirribonucleico 

     AIA: acido-3-indol acético 

 AMPc: adenosín monofosfato cíclico 

 ARN: acido ribonucleico 

 cPTIO: (2-(4-carboxifenil)-4,4,5,5-tetrametilimidazol-1-oxil-3-oxido de potasio) 

 CV: cristal violeta 

 DGC: diguanilato ciclasa 

 di-GMPc: 3’5 ‘-di-guanosín-monofosfato-ciclico 

 DOXXXnm: densidad optica XXX nanómetros 

 eGFP: enhanced green fluorescent protein 

 EPS: exopolisacaridos 

      E. coli: Escherichia coli 

      Faj009: cepa mutante nula en el gen ipdC de Azospirillum brasilense Sp245 

 Faj164: cepa mutante nula en el gen Nap de Azospirillum brasilense Sp245 

 FBN: fijación biológica de nitrógeno 

 FDE: fosfodiesterasas 

 Fe: hierro 

      FeCl3: Tricloruro férrico 

      g: gramo  

 GSNO: S-nitrosoglutatión 

      HCl: acido clorhídrico 

      HSO4: acido sulfúrico 

 KI: ioduro de potasio 

 KNO3: nitrato de potasio 

 LB: medio de cultivo Luria-Bertani 

     min: minutos 

 ml: mililitro 

 mM: milimolar 

 N: nitrógeno 

 NaCl: cloruro de sodio 

 Nap: nitrato reductasa periplásmica 

 Nfb: medio de cultivo libre de nitrógeno  

      NNF: medio de cultivo Nfb suplementado con nitrato y hierro 

 NH4Cl: cloruro de amonio 
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 nm: nanómetros 

 NO/NO・: óxido nítrico 

 NO2Na: nitrito de sodio 

 OAB: medio de cultivo Okon Albrecht Burris 

     ⁰C: grados centígrados 

 P: fósforo 

 PAS: dominio estructural que se encuentra presente en muchas proteínas 
                  involucradas en señalización 

 PGPR: plant growth promoting rhizobacteria 

 pH: potencial hidrógeno 

 PHB: polihidroxibutirato 

      PPDC: fenil piruvato descarboxilasa 

     QS: quórum sensing 

 rpm: revoluciones por minuto 

 SNP: nitroprusiato de sodio 

 Sp245: cepa salvaje de Azospirillum brasilense 

     Trp: triptófano 

 UFC: unidades formadoras de colonias 

      % v/v: porcentaje volumen en volumen 
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1. La rizósfera y las bacterias promotoras del crecimiento vegetal 

 La rizósfera es el área del suelo influenciada por las raíces de las plantas y se 

caracteriza por presentar una alta concentración de nutrientes debido principalmente a la 

presencia de exudados y deposiciones radicales (Bais et al. 2006; Somers et al. 2008). En 

ella se desarrollan y son activas una gran diversidad de comunidades microbianas 

(Vacheron et al. 2014; Van Loon 2007). Se denomina microbioma de la rizósfera a la 

comunidad microbiana asociada a las raíces, y su composición es diferente de las 

comunidades microbianas de suelo circundante (Chaparro et al. 2013). Muchos miembros 

de esta comunidad no tienen efecto sobre las plantas, sin embargo, algunos ejercen 

efectos deletéreos y otros, benéficos. Aquellos que afectan adversamente el crecimiento y 

la salud de la planta incluyen hongos patógenos, oomycetes, bacterias, virus y nematodos, 

mientras que dentro de los microorganismos benéficos se incluyen las endo y ecto 

micorrizas, ciertos hongos y bacterias (Raaijmakers et al. 2009). Las bacterias del suelo 

capaces de colonizar la superficie del sistema radical (y a veces los tejidos internos) y que 

estimulan el crecimiento y mejoran la salud de la planta se denominan rizobacterias 

promotoras del crecimiento vegetal, PGPR, por sus siglas en ingles: Plant Growth 

Promoting Rhizobacteria (Barea et al. 2005; Couillerot et al. 2009; Vacheron et al. 2014).  

 Dentro las PGPR, podemos encontrar las que directamente promueven el 

crecimiento de la planta por medio de la secreción de fitohormonas como auxinas, 

giberellinas y citoquininas, o facilitando la disponibilidad de nutrientes, a través de la 

fijación biológica de nitrógeno, o la solubilización de fosfatos (Spaepen et al. 2009b). Otras 

PGPR ejercen indirectamente su efecto, que principalmente está asociado con la 

reducción de daños causados por patógenos. Estos microorganismos también llamados 

agentes de control biológico, pueden actuar sobre el patógeno a través de la producción 

de antibióticos, depletando de Fe el medio por la síntesis de sideróforos, o inducir la 

resistencia sistémica de la planta (Helman et al. 2011; Spaepen et al. 2009b; Weller 2007).  

 Los efectos benéficos de las PGPR sobre las plantas son muy variados, entre los 

más conocidos se encuentran, el aumento de la superficie radical, de las tasas de 

germinación y de crecimiento, de la tolerancia a estrés (tanto biótico como abiótico), de la 
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resistencia a patógenos. Todos estos efectos conllevan, a un incremento en el rendimiento 

de los cultivos (Bashan y de-Bashan 2010; De-Bashan et al. 2007; Mercado-Blanco 2015; 

Nautiyal et al. 2013; Timmusk et al. 2014).  

 Entre los géneros más conocidos de PGPR se encuentran; Azospirillum, 

Acetobacter, Azotobacter, Bacillus, Paenibacillus, Pseudomonas, Enterobacter, Klebsiella, 

Burkholderia, Serratia, Gluconacetobacter, Herbaspirillum, Azoarcus, Arthrobacter, 

Rhizobium, Bradyrhizobium. (Bashan y de-Bashan 2010; Bloemberg y Lugtenberg 2001; 

Drogue et al. 2014; Okon et al. 2015; Spaepen et al. 2009b).  

 

2. El género Azospirillum 

 Azospirillum spp es uno de los géneros más representativo del grupo de las PGPR 

(Bashan y de-Bashan 2010). Desde su re-descubrimiento a mediados de la década del 70 

por Johana Döbereiner, y su definición como bacteria promotora del crecimiento vegetal 

(Döbereiner y Day 1976), Azospirillum se ha convertido en la PGPR de vida libre más 

estudiada, y es modelo de investigación en fisiología, ecología y genética molecular de 

bacterias rizosféricas asociadas a las plantas (Bashan et al. 2004; De-Bashan et al. 2007). 

Durante las décadas de los ‘80 y ‘90 se realizaron ensayos de inoculación con Azospirillum 

en varios países, incluyendo Israel, Francia, Bélgica, Argentina, Uruguay, Méjico y 

Sudáfrica. Los resultados de estos ensayos fueron analizados en sendas reuniones 

internacionales (Okon and Labandera-González 1994, Dobbelaere et al. 2001), arribando a 

la conclusión que la inoculación con Azospirillum resulta en aumentos significativos del 

rendimiento de los cultivos en magnitudes del orden de 5–30% por sobre los controles, 

con una eficiencia del 60–70%. Debido a esto, ha sido aplicada directamente en la 

agricultura, desarrollándose y comercializándose inoculantes en países como Argentina 

Méjico, India, Italia, Francia y otros (Díaz-Zorita y Fernández-Canigia 2009). 

 El género Azospirillum pertenece a la subclase alfa de las proteobacterias, Gram 

negativa, fijadoras de nitrógeno de vida libre, microaerófilas, móviles con un único flagelo 

polar (Bashan et al. 2004; Okon y Labandera-Gonzalez 1994). Las cepas de Azospirillun han 

sido aisladas de la rizósfera de diversos pastos tropicales, de filósfera y de raíces de 
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numerosas gramíneas (silvestres y cultivadas), de cereales y de plantas de diversas 

familias de climas tropicales, subtropicales, templados y árticos (De-Bashan et al. 2007). 

Hasta el momento se han descripto 18 especies de Azospirillum 

(http://www.bacterio.net.). 

 

2.1. Mecanismos de acción de Azospirillum en la promoción del crecimiento 

vegetal 

 Al comienzo de las investigaciones, el efecto de promoción del crecimiento vegetal 

fue atribuido a la capacidad de Azospirillum de fijar nitrógeno atmosférico. En la 

actualidad, se han descripto numerosos mecanismos por los cuales Azospirillum puede 

promover el crecimiento vegetal. La capacidad de producir fitohormonas como auxinas, 

giberelinas y citoquininas es una de las características más importantes para la inducción 

de cambios en la morfología radical (Somers et al. 2008). Más recientemente se ha 

descripto la producción de óxido nítrico (NO) por parte de esta bacteria (Creus et al. 

2005), esta molécula señal sería necesaria para la formación de las raíces laterales y 

adventicias (Molina-Favero et al. 2008). 

 Otros mecanismos descriptos para explicar los efectos de Azospirillum sobre las 

plantas, son la inducción de cambios en la fisiología de la planta como el incremento en la 

tasa de respiración celular (Sarig et al. 1992), cambios en la pared celular (Pereyra et al. 

2010), incremento de la movilización y absorción de iones como fosfatos, nitratos, potasio 

(Bashan et al. 1990). Además, se ha comprobado que Azospirillum es capaz de mitigar el 

estrés ambiental al cual está sometida la planta, como el estrés hídrico (Sarig et al. 1990), 

salino (Bacilio et al. 2004; Casanovas et al. 2003; Creus et al. 1997) y estrés por toxicidad 

de metales pesados (Belimov y Dietz 2000). Si bien no se ha definido un mecanismo 

principal por medio del cual Azospirillum promueve el crecimiento vegetal, se ha 

propuesto la “hipótesis aditiva”, que supone la acción simultánea de todos los 

mecanismos mencionados previamente para ejercer la promoción del crecimiento (De-

Bashan et al. 2007). Hay que destacar que estos mecanismos pueden variar de acuerdo a 
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la especie vegetal, la cepa de Azospirillum sp. y las condiciones medioambientales en la 

cual ocurre la interacción planta-bacteria (Bashan y de-Bashan 2010). 

 

2.2. Interacción de Azospirillum con las plantas 

 Para que se establezca la asociación planta-bacteria, un evento preliminar y 

decisivo es el contacto de la bacteria con la superficie de la raíz, el cual ocurre cuando las 

bacterias móviles migran hacia el sustrato. En el caso específico de Azospirillum, estas 

bacterias son atraídas a la raíz por una gran variedad de quimio-atrayentes, exudados por 

la raíz, que pueden ser utilizados como fuente de carbono (Burdman et al. 2000). Además, 

la baja concentración de oxigeno típica de la rizósfera es otro de los principales estímulos 

que atrae a la bacteria hacia la raíz. Azospirillum tiene la capacidad de moverse en busca 

de concentraciones optimas de oxigeno (aerotaxis) para la generación de energía y la 

fijación de nitrógeno (Alexandre et al. 2000; Barak et al. 1982; Burdman et al. 2000). Una 

vez que la rizobacteria ha sido atraída hacia la raíz tiene que establecerse y adherirse al 

sistema radical para ejercer sus propiedades benéficas (Drogue et al. 2012). Entonces, la 

colonización de la raíz es un proceso activo que involucra el crecimiento y establecimiento 

de la bacteria sobre la raíz, y es afectado tanto por la planta huésped como por la 

presencia de otros microorganismos del suelo (Kloepper 1996; Kloepper y Beauchamp 

1992). 

 Azospirillum puede colonizar la endodermis y el córtex (la endorizosfera) o la 

epidermis (el rizoplano) de la raíz. En esta última, las bacterias tienden a formar agregados 

de unas pocas o unas decenas de células, aunque es posible encontrar también células 

aisladas distribuidas a lo largo de la superficie radicular. Azospirillum se caracteriza por 

colonizar la zona de elongación de la raíz y los pelos radicales (Assmus et al. 1995; Ramos 

et al. 2002; Zhu et al. 2002). Se ha descripto un mayor número de bacterias colonizando la 

superficie basal de la raíz que disminuye hacia la parte apical (Rothballer et al. 2003). 

Algunas cepas pueden ser endófitas, este es el caso de A. brasilense Sp245 que es capaz 

de colonizar los espacios intercelulares (apoplasto) y los haces vasculares (Baldani et al. 

1986; Rothballer et al. 2003).  
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2.3. Interacción de Azospirillum con otros microorganismos de la rizósfera 

 La capacidad de la PGPR para interactuar no sólo con la planta sino también con los 

miembros de la comunidad microbiana del suelo es un factor clave para su supervivencia y 

para que ejerza la promoción del crecimiento vegetal. Los estudios de interacción de 

Azospirillum con otros microorganismos se basan principalmente en el impacto ecológico 

de la inoculación con esta bacteria sobre los microorganismos residentes de la rizósfera y 

el efecto de este inoculante sobre la planta (Couillerot et al. 2013). En estos estudios se ha 

demostrado que la inoculación con Azospirillum no afecta a las poblaciones microbianas 

autóctonas (Baudoin et al. 2009; Lerner et al. 2006; Naiman et al. 2009; Russo et al. 2005). 

 Muchos de los microorganismos presentes en la rizósfera tienen la capacidad de 

sintetizar y liberar compuestos con actividad antimicrobiana que inhiben el crecimiento de 

otros microorganismos, de esta forma, reducen la población patogénica para la planta. 

Estos microorganismos biocontroladores también tienen la capacidad de colonizar la raíz 

(Couillerot et al. 2009). Microorganismos del género Pseudomonas pertenecen a este 

grupo y son capaces de producir metabolitos antifúngicos, sideróforos y compuestos 

antimicrobianos (Haas y Défago 2005). Estas bacterias no sólo presentan una gran 

capacidad de protección de los cultivos mediante el biocontrol de diversos 

microorganismos patógenos, sino que también fomentan el equilibrio y sanidad del suelo 

con su potente capacidad solubilizadora de fósforo   odr   ue  y  ra a 1999).  

 En nuestro país se ha generalizado el uso de inoculantes mixtos conteniendo 

Azospirillum brasilense y Pseudomonas fluorescens, mezcladas en proporciones no 

indicadas en marbete, ni de uso propuesto para cultivos específicos. El hecho de que 

existan escasos estudios básicos acerca de la interacción entre estas dos bacterias, que 

poseen características fisiológicas y culturales bien diferentes, no ha sido impedimento 

para que estos productos ya estén disponibles en el mercado. 
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3. Formación de biopelícula 

 La formación de las biopelículas es una estrategia de vida común de las bacterias 

en ambientes naturales. La biopelícula se define como una comunidad estructurada de 

células microbianas compuesta por una o varias especies de microorganismos, adheridas a 

una superficie, y embebidas en una matriz polimérica que incluye exopolisacaridos (EPS), 

lipopolisacaridos (LPS), proteínas y ADN (Fujishige et al. 2006; Ramey et al. 2004). 

 Estas comunidades microbianas de estructura tridimensional, se pueden formar en 

todos los ambientes colonizados por bacterias, tales como sustratos inertes sólidos en 

contacto con la humedad, o sobre superficies de tejidos en organismos vivos. Las 

biopelículas le confieren a las bacterias tolerancia a condiciones ambientales adversas 

como desecación, escasez de nutrientes, temperaturas extremas, exposición a luz UV, 

como también resistencia a compuestos antibióticos (Barraud et al. 2015; Brooun et al. 

2000; Davey y O'toole 2000; Rinaudi y Giordano 2010). Las biopelículas pueden colonizar 

diferentes tipos de superficies, bióticas o abióticas, causando un efecto benéfico o 

perjudicial para el medio ambiente, la industria y la salud humana (Costerton et al. 1987). 

 Las propiedades de las biopelículas pueden ser explotadas para el tratamiento de 

aguas residuales (Nicolella et al. 2000), para la biorremediación (Wu et al. 2015), o para 

incrementar el efecto de las rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (Rinaudi y 

Giordano 2010). De hecho en la rizósfera, muchas especies microbianas adoptan un estilo 

de vida sésil para colonizar las raíces (Rudrappa et al. 2008) 

 Estas bacterias interactúan físicamente con la superficie para formar complejos 

multicelulares, intra e interespecie, incluyendo biopelículas y pequeños agregados 

(Danhorn y Fuqua 2007). El proceso de formación de agregados celulares y biopelícula es 

de particular relevancia para la supervivencia de la bacteria y la colonización de la planta. 

Una variedad de factores ambientales, genéticos y estructurales afectan la adhesión 

celular, las interacciones célula-célula y por consiguiente la interacción planta-bacteria 

(Bogino et al. 2013).  

 Algunos componentes de la superficie de la bacteria, particularmente flagelos, 

exopolisacáridos y lipopolisacáridos, en combinación con la presencia de señales 
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funcionales en la bacteria, son cruciales para el establecimiento de las biopelículas 

(Rinaudi y Giordano 2010). 

 Las bacterias en las biopelículas actúan en forma coordinada mediante la secreción 

de señales químicas funcionales en procesos Quorum Sensing (QS). Estas moléculas suelen 

estar relacionadas a la etapa inicial de formación de la biopelícula, mediando la transición 

de las microcolonias a una biopelícula madura (Nadell et al. 2008). Otras moléculas 

señales implicadas en la regulación de la formación de las biopelículas son: i) el segundo 

mensajero, ubicuo en bacterias, 3’-5’-diguanilato monofosfato cíclico, (di-GMPc) (Plate y 

Marletta 2012; Ramirez-Mata et al. 2016), ii) el NO (Arruebarrena Di Palma et al. 2013; 

Barraud et al. 2006; Barraud et al. 2015), iii) las poliaminas (Ding et al. 2014; McGinnis et 

al. 2009) y iv) las auxinas (Bianco et al. 2006). Por otro lado, compuestos antimicrobianos 

producidos por otros microorganismos de la rizósfera, también pueden afectar la 

formación de biopelículas (Combes-Meynet et al. 2011; Powers et al. 2015). De este 

modo, tanto factores internos, como externos, pueden afectar la formación y el 

establecimiento de la biopelícula en una superficie. 

 

3.1. Formación de biopelícula frente a condiciones de estrés 

 La formación de biopelícula es reconocida como una estrategia de supervivencia 

microbiana que permite la resistencia a diferentes tipos de estrés ambiental, como falta 

de nutrientes, presencia de metales pesados, luz UV, desecación, agentes bactericidas y 

bacteriostáticos, diferencias de temperatura y de pH (Loera Muro e al 2012). Esta 

resistencia ha sido atribuida a distintos mecanismos que operan conjuntamente, que 

incluyen barreras físicas como la producción de una matriz de EPS, químicas como la 

producción y acumulación de osmoprotectores; y a la activación a una respuesta general a 

estrés (Mah y O'Toole 2001; Qurashi y Sabri 2012). La formación de biopelícula frente 

condiciones de estrés es una característica importante en las PGPR, ya que le confiere una 

mayor capacidad para sobrevivir y así entonces ejercer efectos benéficos en las plantas 

frente a estas condiciones. 
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Planteo del problema 

 La capacidad de Azospirillum de formar biopelículas sobre raíces y también sobre 

superficies abióticas ha sido demostrada (Arruebarrena Di Palma et al. 2013; Assmus et al. 

1995; Cerqueira 2015). Sin embargo hay pocos estudios acerca de los mecanismos que 

regulan la formación de la biopelícula en esta bacteria de interés agronómico. En este 

contexto, se ha descripto que el NO es necesario para la formación de biopelícula en A. 

brasilense (Arruebarrena Di Palma et al. 2013), pero no se ha implicado la molécula de AIA 

en este proceso. Teniendo en cuenta que Azosprillum produce NO y AIA, y que estas 

moléculas son reguladoras de los efectos positivos sobre el sistema de raíces y que 

además se han implicado, en forma separada, en el desarrollo de biopelículas 

(Arruebarrena Di Palma et al. 2013; Bianco et al. 2006), resulta de importancia estudiar la 

regulación por NO y AIA del desarrollo de biopelículas durante la colonización de raíces 

por Azospirillum.  

 

 Argentina es el tercer país en el mundo con áreas extensamente salinizadas 

(Puchulu 2008). Una estrategia prometedora es el uso de inoculantes microbianos, que 

pueden promover el crecimiento vegetal bajo condiciones de estrés abiótico (Boostani et 

al. 2014; Egamberdieva y Lugtenberg 2014; Yang et al. 2009). Si bien ha sido demostrado 

que la inoculación Azospirillum mitiga los efectos del estrés salino en las plantas, se 

desconocen los mecanismos que adopta esta bacteria para enfrentar dichas condiciones. 

La formación de biopelícula es un proceso clave para la colonización pero también una 

estrategia de supervivencia frente a condiciones de estrés, entonces resulta de interés 

estudiar si Azospirillum es capaz de formar biopelícula frente a condiciones de estrés salino 

y si el AIA y el NO están implicados en esta respuesta. 

 

 Mediante la combinación de microorganismos PGPR con capacidades metabólicas 

diferentes, se puede esperar un efecto sinérgico o aditivo sobre la planta. Este efecto, 
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obtenido de la combinación de diferentes microorganismos benéficos, es importante para 

mejorar consistentemente el rendimiento (Couillerot et al. 2013). 

 Las bases de la interacción y formación de biopelículas mixtas entre diferentes 

PGPR, y en particular entre Pseudomonas sp. y Azospirillum sp., es un campo de escasa 

investigación. No obstante a la falta de conocimiento en el tema, estas dos especies son 

actualmente utilizadas en nuestro país para la formulación de inoculantes mixtos de uso 

agrícola. Es necesario entonces estudiar las bases moleculares y fisiológicas de la 

interacción Pseudomonas-Azospirillum para lograr un conocimiento integral del proceso 

que sirva como guía para el diseño y formulación de inoculantes mixtos más eficientes. 

 Comprender como interactúan las PGPR en las biopelículas mixtas posibilitaría la 

generación de inoculantes con alto impacto tecnológico en la producción agropecuaria y 

en la industria.  

 

Hipótesis de trabajo 

 En base a los antecedentes previamente expuestos, se plantearon las siguientes 

hipótesis generales de trabajo: 

 

1. “El óxido nítrico y las auxinas participan conjuntamente en la re ulación de la 

formación de biopelícula de Azospirillum brasilense, siendo este proceso necesario 

para la colonización exitosa de la raíz.” 

2.  “Azospirillum brasilense forma biopelícula en respuesta a condiciones de salinidad 

y el AIA y el NO participan conjuntamente en la regulación de este proceso”. 

3.  “Azospirillum brasilense y Pseudomonas protegens son capaces de crecer en forma 

conjunta y formar biopelículas mixtas (in vitro y sobre raíces) a través de una 

comunicación activa entre estas dos bacterias que modula la interacción inter-

especifica.”  
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Formación de biopelícula  

 La formación de la biopelícula se inicia cuando señales ambientales estimulan a 

que células planctónicas se asienten y se establezcan como microcolonias sobre una 

superficie (Fig. 1.1). En este proceso las bacterias pierden la movilidad, reprimen la síntesis 

de flagelos, y producen abundantes EPS (Stoodley et al. 2002). Posteriormente, la 

biopelícula comienza a desarrollase y forma una estructura vertical de espesor variable 

con canales libres para el transporte de oxígeno, nutrientes y para la eliminación de 

desechos metabólicos. Como consecuencia existen en la biopelícula distintos 

microambientes con condiciones físico-químicas diferentes a las que las bacterias deben 

adaptarse (Stoodley et al. 2002). El último paso en el ciclo de vida de este tipo de 

bacterias, es la dispersión de la biopelícula. Nuevamente, cambios ambientales como la 

baja disponibilidad de nutrientes, concentración de oxígeno, estrés oxidativo o 

acumulación de desechos, disparan señales moleculares que causan la dispersión de la 

biopelícula. En esta etapa, las células bacterianas se separan de la biopelícula volviendo al 

estado planctónico, para comenzar un nuevo ciclo de formación de biopelícula 

(McDougald et al. 2012).  

 

 

 
Figura 1.1: Formación de biopelícula de acuerdo al modelo de desarrollo. Imagen recuperada de la librería 

de imágenes CBE, Centro de Ingeniería de Biopelículas, Universidad Estatal de Montana, USA. 
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Señales moleculares que modulan la formación de biopelículas 

 El sistema de señalización QS es un tipo de comunicación que presentan las 

bacterias para detectar la densidad de su población. Esta comunicación ocurre debido a la 

producción y secreción de moléculas señales específicas denominadas “autoinductores”. 

Cuando la concentración de la molécula señal alcanza un determinado nivel umbral, se 

dispara el mecanismo de detección de quórum y la célula bacteriana activa genes que 

expresan funciones de manera cooperativa, favoreciendo la adaptación de la bacteria al 

entorno (Ramírez-Mata et al. 2014). Dependiendo del entorno específico y de su estilo de 

vida, las bacterias controlan de manera definida los fenotipos asociados a la densidad de 

población. Un ejemplo de esto lo constituyen los genes que participan en la formación de 

biopelícula en V. cholerae, los cuales se expresan a baja densidad de población, mientras 

que en P. aeruginosa, estos genes se expresan en condiciones de alta densidad de 

población (revisado en Ramírez-Mata et al. (2014)). 

 

 Uno de los reguladores implicados en la formación de biopelículas más estudiado 

es el 3`5`-guanosin-monofosfato-ciclico (di-GMPc). El di-GMPc está presente en casi todas 

la bacterias y regula procesos tan variados como las transiciones en el desarrollo, el 

comportamiento de agregación, la adhesión, y la virulencia en patógenos de plantas y 

animales, entre otros (Kalia et al. 2013; Ryan et al. 2006). En particular, un aumento en los 

niveles intracelulares de di-GMPc resulta en la expresión de los factores necesarios para la 

formación de la biopelícula e inhibe la síntesis flagelar y la movilidad, mientras que una 

disminución en los niveles de esta molécula promueve la dispersión de la biopelícula y la 

virulencia. Los niveles de di-GMPc están regulados por actividades opuestas de 

diguanilato(s) ciclasa(s) (DGC) que lo sintetizan, y de fosfodiesterasas (FDE) que lo 

degradan (Paul et al. 2010; Ryan et al. 2006). 

 

 Otra molécula señal involucrada en la regulación de la formación de la biopelícula 

es el NO (Barraud et al. 2006; Schmidt et al. 2004). El NO es una molécula gaseosa, 
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lipofílica, que actúa como molécula de señalización en mamíferos, plantas y 

microorganismos (Cohen et al. 2010; Schmidt y Walter 1994). 

 En organismos procariotas, el NO participa en numerosos procesos que van desde 

la regulación de la vía de desnitrificación (Zumft 2002), la respuesta al estrés oxidativo 

(Cru ‐ amos et al. 2002), la respuesta a estrés por UV (Patel et al. 2009) y los procesos de 

colonización (Cohen y Yamasaki 2003; Wang et al. 2010), entre otros. 

 El NO como molécula señal en la biopelícula, tiene una participación dual, ya que 

puede intervenir en la formación o bien en la dispersión de la misma, dependiendo del 

estilo de vida de la bacteria y de la concentración fisiológica acumulada dentro de la célula 

(Barraud et al. 2006; Barraud et al. 2015; Plate y Marletta 2012). El mecanismo por el cual 

el NO ejerce efecto sobre la formación o dispersión de las biopelículas ha sido en parte 

dilucidado en los últimos años. Se ha reportado que el NO interactúa con dominios 

receptores del tipo PAS o H-NOX (hemo NO/oxigeno) los cuales están unidos a dominios 

GGDEF o EAL/HD-GYP regulando la actividad de éstos y por lo tanto alterando la 

concentración celular de di-GMPc. En este sentido el NO actúa como promotor de la 

formación de la biopelícula o de su desensamblado, dependiendo de qué clase de 

actividad (DGC o FDE) regule en cada sistema (Barraud et al. 2015; Barraud et al. 2009). 

 La influencia del AIA en la formación de biopelículas ha sido escasamente 

investigada. Sin embargo algunos estudios han demostrado que el AIA puede disparar en 

bacterias, tanto la formación como la dispersión de la biopelícula. En este sentido, Bianco 

et al. (2006) demostró que cultivos de E. coli tratadas con AIA incrementaban la 

producción de LPS, EPS y la formación de biopelícula, lo que llevó a esta bacteria a 

aumentar la tolerancia al estrés. En Rhizobium etli se reportó que la adición de AIA regula 

los genes involucrados en la movilidad y adhesión a las raíces de las plantas (Spaepen et 

al. 2009a), mientras que en Bradyrhizobium japonicum el tratamiento con AIA estimula la 

formación de biopelícula (Donati et al. 2013). Por otro lado, y en contraposición con los 

estudios previamente mencionados, Lee et al. (2011) reportó que derivados de indoles 

producidos por las plantas, como el 3-indolacetonitrilo (IAN) y el AIA, en menor medida, 

inhiben la formación de biopelícula de E. coli O157:H7.  
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Producción de NO y AIA por A. brasilense 

 A. brasilense Sp245 produce NO (Creus et al. 2005) tanto por las vías de 

nitrificación heterotrófica, como por desnitrificación aeróbica (Molina-Favero et al. 2008). 

La desnitrificación es la reducción desasimilatoria sucesiva de nitrato a nitrito, óxido 

nítrico, óxido nitroso y por último a nitrógeno molecular por las correspondientes N-óxido 

reductasas. En este proceso, el nitrato es utilizado como aceptor final de electrones en la 

respiración en ausencia de oxígeno. Este mecanismo permite a los microorganismos 

desnitrificadores generar energía para su crecimiento bajo condiciones anaeróbicas o 

microaeróbicas (Cutruzzolà 1999; Zumft 1993, 1997). Las enzimas involucradas en la 

desnitrificación son: nitrato reductasa (NR), nitrito reductasa (NiR), óxido nítrico reductasa 

(NoR) y óxido nitroso reductasa (Nos). Además, A. brasilense posee una Nitrato reductasa 

periplasmática, Nap, que le permite realizar la desnitrificación aeróbica, ya que no es 

reprimible ni inactivada por oxígeno (Steenhoudt et al. 2001a). Esta vía es la principal 

forma de producción de NO en A. brasilense Sp245, ya que una mutante isogénica (cepa 

Faj164) nula para esta enzima produce sólo un 5% de NO (ca. 6 nmol NO.g-1) comparado 

con la cepa salvaje (ca.120 nmol NO.g-1) cuando ambas crecen con NO3
- como única 

fuente de nitrógeno (Molina-Favero et al. 2008).  

 Los reportes acerca de la regulación de la formación de biopelícula en A. brasilense 

son escasos, pero se han identificado algunos genes involucrados, los cuales están 

relacionados a la síntesis de EPS (Lerner et al. 2009; Sheludko et al. 2008) o al regulador de 

la respuesta quimiotáctica Che1 (Siuti et al. 2011). Recientemente, se han implicado en 

este proceso, a las moléculas reguladoras NO y di-GMPc. Arruebarrena Di Palma y col. 

(2013) demostraron que el NO producido por la propia bacteria tiene un rol clave en la 

formación de la biopelícula, ya que la mutante de A. brasilense Faj164, deficiente en la 

producción de NO, forma menos biopelícula que la cepa salvaje cuando ambas cepas 

crecen de forma estática en medios con nitrato. Por otra parte, se ha descripto que un gen 

que codifica para una Diguanilato Ciclasa A (DGC A) en A. brasilense Sp7, está involucrado 

en la formación de biopelícula y en la producción de EPS (Ramirez-Mata et al. 2016).  
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 A. brasilense puede sintetizar AIA y se ha descripto que lo hace al menos por 

cuatro vías diferentes, dependientes del precursor triptofano (Fig. 1.2). De ellas, las tres 

principales son: la vía del ácido 3-indolpirúvico (IPyA), la vía de la 3-indolacetamida (IAM) y 

la vía de la triptamina (TAM) (Costacurta et al. 1994). El 90% del AIA producido en A. 

brasilense es por la vía IPyA (Trp → IPyA → 3-indol acetaldehído → AIA), cuyo paso 

limitante es el catalizado por la enzima IPyA descarboxilasa codificada por el gen ipdC 

(Prinsen et al. 1993). Esta multiplicidad de vías es probablemente la causa de que no se 

hayan podido aislar mutantes que carezcan completamente de AIA (Hartmann y Baldani 

2006). Además de la producción en cultivos puros, la síntesis de fitohormonas se ha 

observado también en la interacción con plantas (Hartmann y Baldani 2006). Es así que las 

bacterias utilizan esta fitohormona para interactuar con las plantas como parte de su 

estrategia de colonización, incluyendo fitoestimulación y elusión de los mecanismos 

basales de defensa de las plantas (Spaepen et al. 2007). Por otra parte, como ya se ha 

mencionado, varios informes indican que el AIA también puede ser una molécula señal en 

las bacterias, pudiendo tener efecto directo sobre la fisiología bacteriana (revisado en 

Kochar et al. (2013) y Spaepen et al. (2007)).  
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Figura. 1.2: Información general de las diferentes vías para sintetizar AIA en bacterias. El intermediario que 
hace referencia al nombre de la vía o de la vía en sí mismo esta subrayado en una línea discontinua. Figura 

tomada de Spaepen et al. (2007). 
 

 Particularmente en Azospirillum, se ha reportado que el AIA regula la expresión de 

los genes implicados en su propia síntesis por un mecanismo de retroalimentación positiva 

(Lambrecht et al. 1999; Vande Broek et al. 1999). Sin embargo, no existen reportes acerca 

de la participación de esta molécula sobre la formación de su biopelícula, proceso que es 

importante para la efectiva colonización de la raíz.  

 

Interacción NO-AIA 

 Muchos reportes han documentado la estrecha relación entre las auxinas y el NO 

en el desarrollo de las plantas, principalmente en los procesos de crecimiento de las raíces 

(Correa-Aragunde et al. 2006; Correa-Aragunde et al. 2004; Lombardo y Lamattina 2012; 

Lombardo et al. 2006; Pagnussat et al. 2002). En todos ellos fue demostrado 

inequívocamente el requerimiento del NO para la acción de la auxina, dando lugar al 

normal crecimiento y desarrollo de las raíces (Correa-Aragunde et al. 2016).  
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 Si bien se ha estudiado la participación tanto del AIA como del NO como moléculas 

señal en la interacción planta-microorganismo, debido a que ambos reguladores modulan 

la expresión génica en ambos organismos, sólo un trabajo de publicación posterior al 

planteo de nuestras hipótesis, ha sugerido una interacción entre estas dos moléculas (Koul 

et al. 2015a). En este estudio se sugiere una interrelación entre la producción de AIA y NO, 

ya que mutantes que sobrexpresaban genes del catabolismo del NO (nosZ, nosR y norB) 

presentaban niveles anormales de AIA en A. brasilense SM (Koul et al. 2015b). Por otra 

parte, un estudio transcriptómico realizado en A. brasilense Sp245 reveló que el gen que 

codifica la Nap, la primera de las enzimas involucradas en la vía de desnitrificación, a partir 

de la cual se produce NO tiene incrementada su expresión en la mutante deficiente en la 

producción de AIA (Van Puyvelde et al. 2011). Estos antecedentes nos condujeron a 

postular la existencia de una relación entre el AIA y el NO en A. brasilense. 

 

 Teniendo en cuenta que A. brasilense es capaz de producir ambas moléculas señal, 

y que la formación de biopelícula es un paso fundamental para la colonización de las 

raíces, en este capítulo se estudió la interacción de estas dos moléculas en la regulación 

de la formación de biopelícula en A. brasilense Sp245. Para ello se planteó el siguiente 

objetivo general y los particulares: 

 

Objetivo general 

 Investigar la regulación por óxido nítrico y auxinas (ácido indolacético, AIA) del 

proceso de formación de biopelículas y colonización de raíces por la bacteria rizosférica 

promotora del crecimiento de las plantas Azospirillum brasilense. 

 

Objetivos particulares 

 

 1- Analizar la formación de biopelícula in vitro por las siguientes cepas de A. 

brasilense: a) Sp245 (salvaje); b) Faj164 (mutante isogénica NapA, nitrato reductasa 
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periplasmica negativa); c) Faj 009 (mutante isogénica de la Sp245 en la piruvato 

decarboxilasa (ipdC). 

 

 2- Estudiar la participación del NO y el AIA en la regulación de formación de 

biopelícula de A. brasilense. 

 

 3- Determinar la capacidad de formar biopelícula sobre raíces de tomate de las 

cepas de A. brasilense Sp245, Faj164 y Faj009 mediante microscopia de epifluorescencia. 

 

 4- Analizar el efecto del agregado de exógeno de AIA sobre la dispersión de la 

biopelícula 

 



 

27 
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Material biológico, condiciones de crecimiento  

 Para el estudio de la regulación de la formación de biopelícula y la colonización de 

raíces por NO y auxinas, se utilizaron las siguientes cepas de A. brasilense: la cepa salvaje 

Sp245 (Baldani et al. 1986) y dos mutantes isogénicas: Faj164 knockeada en el gen napA 

de la nitrato reductasa periplasmática (Steenhoudt et al. 2001a) que produce solo un 5% 

de NO respecto de la cepa salvaje cuando crece en medio con nitrato (Molina-Favero et al. 

2008) y Faj009 mutante en el gen ipdC, de la indol-3-piruvato decarboxilasa que produce 

un 10% de AIA respecto de la cepa salvaje (Costacurta et al. 1994; Molina-Favero et al. 

2008). También se utilizó una cepa de A. brasilense Sp245-Rif (pOT1e-ppdC-egfp) que 

contiene un plásmido con el promotor del gen ipdC fusionado a egfp (Combes-Meynet et 

al. 2011; Pothier et al. 2007) cedido amablemente por la Dra. Claire Prigent Combaret de 

la Universidad de Lyon, Francia.  

 Todas las cepas de A. brasilense fueron estriadas desde stocks de medio papa a 

placas con medio agar Rojo Congo (ARC, (Rodríguez Cáceres 1982) con el antibiótico 

correspondiente (Kanamicina 25 µg/ml para Faj009 y Faj164, Gm 25µg/ml para Sp245 

PppdC ).  

 Una o dos colonias de cada cepa provenientes de placa ARC, fueron inoculadas en 

25 ml de LB e incubado por 16 horas, en agitación (100 rpm) a 32°C y se determinó la 

densidad óptica a 540nm (DO540nm). Los cultivos que llegaron a una DO540nm de 1 fueron 

centrifugados 10 min a 5800 g y se ajustaron a una DO de 2 en buffer fosfato (66 mM). 

Para los ensayos de formación de biopelículas, estos cultivos fueron diluidos 1/100 en 

medio Nfb adicionado con 13,8 mM de nitrato o 13,8 mM de amonio (anexo 1) y 

suplementado con Triptofano 100 µg/ml. Doscientos µl de cada dilución se colocaron en 

pocillos de placas de poliestireno de 96 pocillos, fondo plano (Deltalab). Las placas fueron 

incubadas en forma estática a 32°C durante 2, 5 y 11 días.  

 

Crecimiento total y cuantificación de la formación de biopelícula 

 Para la determinación del crecimiento total (células planctónicas más adheridas) se 

despegó de paredes y fondo de los pocillos la biopelícula con micropipeta en forma 
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mecánica (Salcedo et al. 2015) y se determinó la DO540nm (Spectra MR, Dynex 

Technologies). Los recuentos de UFC.ml-1 se realizaron por medio de diluciones seriadas 

en buffer fosfato, sembrando 10 µl sobre placa ARC. La formación de biopelícula se 

cuantificó utilizando la técnica de cristal violeta (O'Toole et al. 1999). Se agregó 20 µl de 

cristal violeta 1% V/V a cada pocillo (0,1% concentración final), y se dejó a temperatura 

ambiente durante 30 min. Luego se lavaron las placas completas por inmersión con agua 

corriente y se dejaron escurrir sobre papel. Finalmente, se colocó 200 µl de acido acético 

33% V/V en cada pocillo, se agitó con pipeta de manera que se homogeneizara el colorante 

y se determinó la absorbancia a 590 nm. Los datos fueron normalizados en relación al 

crecimiento total bacteriano en cada pocillo (DO590nm/DO540nm). 

 

Contenido de auxinas y nitrito en el sobrenadante de las biopelículas 

 El contenido de auxinas se determinó con el método de Salkowski (Glickmann y 

Dessaux 1995). Para ello se tomaron los sobrenadantes de los cultivos estáticos y se 

centrifugaron 15 min a 5800 g. Se tomaron nuevamente los sobrenadantes y se trataron 

durante 1 hora con ácido sulfámico 1 mM (Yoshida y Yatazawa 1968). El tratamiento con 

ácido sulfámico se realizó debido a que ha sido reportado que el AIA es destruido por el 

nitrito en una solución ácida (Tanner y Anderson 1963; Rodríguez-Barrueco et al. 1983). 

Luego del tratamiento con ácido sulfámico, se agregó el reactivo de Salkowski (100 ml de 

reactivo: 2 g FeCl3 en H2SO4 7,9 M) en una relación 1 a 1 y se incubó en oscuridad durante 

30 min. Posteriormente se determinó la absorbancia a 540nm, las determinaciones 

realizadas fueron referidas a una curva estándar. Los valores de AIA obtenidos fueron 

normalizados al crecimiento total de cada muestra.  

 La producción de nitritos, estimador de la producción de NO (Mur et al. 2011), se 

realizó mediante un electrodo específico inNO-T-II (Innovative Instruments, Inc). Los 

sobrenadantes de las biopelículas fueron centrifugados 10 min a 5800 g en frio (4°C). La 

detección se realizó según indica el proveedor. Las determinaciones fueron referidas a una 

curva estándar y los valores obtenidos normalizados al crecimiento total. En algunos casos 
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el contenido de nitritos se determinó mediante el método de Griess según indica Amenta 

et al. (2015). 

Tratamientos con dadores de óxido nítrico y auxina sintética 

 Para evaluar el efecto del dador de NO, Nitroprusiato de Sodio (SNP, Merk), las 

cepas fueron crecidas en placa de 96 pocillos por dos días en medio Nfb-nitrato 

suplementado con SNP en concentraciones finales de 10 µM o 100 µM. Para el SNP 

envejecido, se preparó el SNP y se dejo a temperatura ambiente durante 24 hs. En el caso 

del NO producido por S-nitrosoglutation (GSNO), éste se agregó diariamente al medio, 

desde el inicio del experimento y por dos días en concentraciones finales de 1 µM, 10 µM 

y 50 µM.  

 El AIA (Sigma) fue preparado en etanol 80% y agregado al medio de cultivo en 

concentraciones finales de 1 µM, 10 µM y 1 mM al inicio de cada experimento. Como 

control se utilizaron volúmenes equivalentes de etanol 80%. En los experimentos en los 

cuales se adicionaron conjuntamente SNP y AIA, éstos fueron agregados al inicio de cada 

ensayo en las concentraciones indicadas. 

 Para los ensayos de dispersión de las biopelículas por AIA, las cepas fueron crecidas 

en placa de 96 pocillos por cuatro días en medio Nfb con nitrato. Transcurrido este 

periodo, se agregó AIA en concentraciones finales de 1 µM, 10 µM y 1mM y se dejó en 

estufa 24 hs adicionales.  

 

Determinación fluorométrica del NO 

 La cinética de producción de NO en las distintas condiciones fue realizada 

monitoreando los cambios en la intensidad de la sonda fluorescente específica para NO 

diacetato de 4,5-diaminofluoresceína (DAF-2DA, Calbiochem, La Jolla, USA) (Kojima et al., 

1998). 

 Las cepas fueron crecidas en placa de 96 pocillos por 2 días en medio Nfb-nitrato 

suplementado o no con AIA 1 mM. Pasado ese periodo de tiempo, se retiraron las células 

plantónicas, y las adheridas fueron resuspendidas en solución salina. 100 µl de cada 
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condición fueron incubados en placa de 96 pocillos en oscuridad, a temperatura ambiente 

con 10 µM DAF-2DA durante 20 min. La intensidad de la fluorescencia se midió cada 4 min 

durante un período de 2 hs en un lector de placas Fluoroskan Ascent (Labsystems, 

Ramsey, USA), con filtros de excitación a 480 nm y de emisión a 525 nm. Para cada 

tratamiento se analizaron al menos tres cultivos independientes, cada uno incubado por 

triplicado con DAF-2DA.  

Determinación fluorométrica de la expresión del promotor ppdC 

 A. brasilense Sp245-Rif (pOT1e-ppdC-egfp) fue crecida en placa de 96 pocillos 

durante 2 días en medio Nfb nitrato con el agregado o no de 1 mM de 2-(4-carboxifenil)-

4,4,5,5-tetrametilimidazolin-1-oxil-3-óxido (cPTIO). La intensidad de la fluorescencia se 

midió en un lector de placas Fluoroskan Ascent (Labsystems, Ramsey, USA), con filtros de 

excitación a 480 nm y de emisión a 525 nm. Para cada tratamiento se analizaron al menos 

tres cultivos independientes, cada uno por triplicado. 

 

Extracción de ARN y determinación de la expresión por RT-PCR semicuantitativa  

 A. brasilense Sp245 fue crecida en placa de 96 pocillos por 2 días en medio Nfb-

nitrato suplementado con 1 mM de AIA. Posteriormente se retiraron las células 

plantónicas y se agregó a cada pocillo solución salina. Se despegaron mecánicamente con 

pipeta las células adheridas y fueron cosechadas a 5800 g. Se extrajo ARN total según el 

protocolo del Trizol (Anexo 2). El ARN extraído fue tratado con DNasa Promega según las 

indicaciones del proveedor y posteriormente se realizó la síntesis del ADN copia (ADNc) 

(Anexo 2). El ajuste de la carga de ADNc se realizó mediante la amplificación el gen 16S 

utilizando los primers Fw-16S: AGGCTTGACTTCCGGAGAGG y Rv-16S: 

TGGTAAGGTTCTGCGCGTTG con 18 ciclos de amplificación (Anexo 3).  

 Los genes estudiados en su expresión fueron: Nap (nitrato reductasa 

periplasmatica) (Steenhoudt et al. 2001a) y Nir (nitrito reductasa). Los primers directo y 

reverso para cada uno de ellos fueron: Fw-Nap: GGAGATGCACCCCATCCTGT, Rv-Nap: 

GTGCTGGTTGAAGCCCATG, Fw-NIr: GGATGACGGCACGACCTACA, Rv-Nir: 

GCTTCTCGTTGACCAAGCCG. Las reacciones de PCR se detallan en el anexo 3. Los 
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productos de PCR fueron analizados en geles de agarosa 1% P/V teñidos con GelRed 

(Biotium). La cuantificación de los niveles de expresión se realizó analizando las imágenes 

obtenidas de los geles de agarosa 1% P/V mediante el programa Image Quant y 

relativizando la expresión de los genes estudiados a la del gen 16S. 

 

Construcción del plásmido pRojo y transformación de A. brasilense Sp245  

 Para optimizar la visualización sobre las raíces de A. brasilense Sp245, Faj009 y 

Faj164 al microscopio de epifluorescencia, las cepas fueron transformadas con un 

plásmido que expresa la proteína fluorescente dsRed, que se llamó pRojo.  

 Para la construcción del plásmido pRojo se digirió el plásmido pME3280 (Koch et al. 

2001) con BamHI, se purificó el fragmento conteniendo la región mob y se ligó en el 

pME7134 previamente tratado con la misma enzima y desfosforilado. PME7134 es un 

plásmido de amplio rango de hospedante y estable (origen de replicación pVS1) que lleva 

un cassette de expresión del gen dsRedT3_S4T bajo el control del promotor tac (Pagnussat 

y col., resultados no publicados). pRojo es una versión movilizable de pME7134 y tiene un 

cassette de resistencia a Tetraciclina.  

 Las cepas de A. brasilense fueron transformadas por conjugación tri-parental, 

utilizando el plásmido helper de conjugación pRK600. 

 

Preparación de los inóculos 

 Cepas de A. brasilense transformadas con el plásmido pRojo fueron crecidas en 

placa de ARC con 25 mg/ml de tetraciclina para Sp245 y 25 mg/ml de tetraciclina más 25 

mg/ml Kanamicina para Faj009 y Faj164, durante 4 días a 32°C. Luego se tomaron colonias 

de las placas RC, se colocaron en 100 ml de medio OA (anexo 1) y se crecieron durante 18 

hs en agitación (100 rpm) a 32C°. Pasado ese periodo se determinó la DO540nm, se 

centrifugaron los cultivos a 4000 g por 10 min, los pellet se lavaron con buffer fosfato 66 

mM y se ajustaron los cultivos a DO540nm = 1,5. Posteriormente los cultivos fueron diluidos 

1/100 en 3 ml de agua con nitrato 13,8 mM. Se tomó una alícuota de esta dilución y se 

determinaron las UFC.ml-1 a fin de corroborar el número inicial del inóculo.  



 

33 

 

Ensayos de formación de biopelículas sobre raíces 

 Semillas de tomate variedad ACE 55 fueron desinfectadas superficialmente con 

hipoclorito de sodio 50% V/V durante 4 min. Luego fueron enjuagadas con abundante agua 

estéril. Posteriormente fueron colocadas en placas con Phytagel 0,6% e incubadas en 

cámara a 25°C con período de luz de 16 hs, durante 7 días. Posteriormente, las plántulas 

fueron retiradas y colocadas en tubos de ensayos que contenían 3 ml de agua con nitrato 

13,8 mM y 1x107 bacterias de cada cepa. Los tubos con las plántulas fueron incubados en 

cámara por dos días.  

Microscopia: 2 días post inoculación, las raíces fueron cortadas y separadas de las 

plántulas con bisturí, montadas con agua en un porta objetos, y observadas directamente 

con un microscopio de luz UV Olimpus BX61 (filtro ex. BP545-580nm; filtro barrera 

BA610nm). Las imágenes fueron adquiridas con una cámara Olympus DP71, conectada a 

una computadora y controlada por el software Image Pro 6.1. 

Cálculo de UFC.g-1de peso fresco de raíz: se tomaron entre 6 y 7 raíces para lograr 

muestras de 0,05 g y se colocaron en 450 µl de buffer fosfato, se trituraron y 

homogeneizaron y se realizaron diluciones seriadas en buffer fosfato. Se sembraron 10 µl 

de cada dilución en una placa ARC con los correspondientes antibióticos. Las placas se 

incubaron a 32°C durante 4-5 días.  

 

Diseño experimental 

 Se utilizaron 2 a 6 réplicas biológicas en 2 o 3 ensayos independientes, según el 

experimento. Para los ensayos de plántulas se utilizaron 15 plántulas por tratamiento. Se 

realizó ANOVA con posterior test de Tukey o LSD, según correspondiera. Las medias 

también se compararon mediante test de t-Student. El test que se realizó en cada ensayo 

se indica en la leyenda de cada figura. Se utilizó el software R (2.14.2).  
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Crecimiento y formación de biopelícula por A. brasilense Sp245 y sus mutantes 

 Se estudió el crecimiento estático y la formación de biopelícula en A. brasilense 

Sp245 y sus mutantes: Faj164 (mutante en la producción de NO) y Faj009 (mutante en la 

producción de auxinas). Para ello, las cepas se crecieron en forma estática en medio Nfb 

suplementado con nitrato durante 11 días. El crecimiento total (bacterias plantónicas más 

adheridas) a los 2, 5 y 11 días, estimado por turbidez y por UFC.ml-1 se muestra en las 

Figuras 1.3 y 1.4, respectivamente.  
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Figura 1.3: Crecimiento estático de A. brasilense Sp245, Faj009 y Faj164. A. brasilense Sp245, Faj009 y 
Faj164 fueron crecidas en placa de 96 pocillos sin agitación en medio Nfb NO-

3 durante 2, 5 y 11 días. El 
crecimiento total (células plantónicas más adheridas) fue determinado (DO540nm). Se muestra la media con 
sus desvíos estándar de 3 ensayos independientes, con 3 réplicas cada uno. 
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Figura: 1.4: Unidades formadoras 
de colonias de A. brasilense a los 
2, 5 y 11 días de crecimiento 
estático. Las cepas Sp245, Faj009 
y Faj164 fueron crecidas en placa 
de 96 pocillos sin agitación 
durante 2, 5 y 11 días. El 
crecimiento total (células 
planctónicas más adheridas) se 
determinó calculando las UFC/ml 
para cada cepa. Se muestra la 
media con sus desvíos de 2 
ensayos independientes con 2 
réplicas cada uno. 
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 El crecimiento estático de A. brasilense Sp245 y las mutantes, Faj009 y Faj164, fue 

similar a los 2 días alcanzando una densidad óptica aproximada de 0,35. Con el tiempo de 

cultivo, las tres cepas aumentaron gradualmente el crecimiento, observándose una leve 

diferencia a los once días, momento en el cual la cepa salvaje (Sp245) mostró mayor 

crecimiento que las mutantes (Fig. 1.3). Paralelamente se realizaron recuentos de viables 

a través de las UFC. ml-1 correspondientes a cada tiempo (Fig. 1.4). El número de UFC. ml-1 

a los 2 días fue levemente menor para Faj009, sin embargo entre los 2 y los 5 días las UFC. 

ml-1 aumentaron en las tres cepas, manteniéndose constante hasta los 11 días en las 

cepas mutantes, indicando que a los 5 días todas las cepas habían alcanzado su máximo 

crecimiento. Contrariamente a las cepas mutantes, Sp245 mostró una disminución en las 

UFC a los once días, indicando una disminución en la viabilidad celular (Fig. 1.4).  

 Por otro lado, se analizó la formación de biopelícula en los mismos tiempos que se 

determinó el crecimiento. A los 2 días las cepas mutantes formaron significativamente 

menos biopelícula que Sp245, siendo Faj164 la cepa que formó menos biopelícula. La 

formación de biopelícula aumentó a los 5 y aún más a los 11 días y no se observaron 

diferencias significativas entre las cepas en ninguno de estos dos momentos (Fig. 1.5). 
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Figura 1.5: Formación de biopelícula en A. brasilense Sp245 y mutantes isogénicas Faj009 y Faj164. 
Formación de biopelícula en Nfb-NO3 a los dos, cinco y once días de las cepas Sp245, Faj009 y Faj164. Se 
determinó la formación de biopelícula por cristal violeta (CV), los valores fueron normalizados por el 
crecimiento total. Los valores corresponden a las medias mas desvío estandar de 3 ensayos 
independendientes con 3 replicas cada uno. *indica diferencias significativas entre las cepas al mismo 
tiempo basado en ANOVA y Test de Tukey (P<0,05). 
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Contenido de AIA y nitritos en la biopelícula 

 Estudios previos realizados en nuestro laboratorio, demostraron que en 

condiciones de crecimiento estático la formación de biopelícula y la producción de NO por 

Faj164 es marcadamente menor en comparación con la cepa salvaje, y que este 

metabolito es necesario para iniciar la formación de la biopelícula de A. brasilense 

(Arruebarrena Di Palma et al. 2013). El hecho de que la cepa mutante en la producción de 

auxinas, Faj009, haya formado menos biopelícula que la cepa salvaje, podría indicar la 

participación de este metabolito, además del NO, en el proceso. Para evaluar esta 

posibilidad, se determinó la concentración de auxinas en el sobrenadante de las 

biopelículas.  

2 días 5 días

0

20

40

60

80

100

ND

*

*

**

Sp245

Faj009

Faj164

 A
IA

 (


g
.m

l-1
)/

D
O

5
4

0
n

m

 

 La determinación del contenido de AIA en el sobrenadante de las biopelículas 

mostró que a los 2 días la cepa salvaje (Sp245) acumula significativamente mayor 

contenido de AIA que la cepa mutante Faj164; al 5to día todas las cepas aumentaron 

marcadamente el contenido de AIA, sin embargo la diferencia entre ellas se mantuvo (Fig. 

1.6). Como era de esperar no se detectó producción de AIA por la cepa Faj009 a los 2 días. 

Sin embargo, a los 5 días sí hubo producción de AIA por la Faj009, aunque en 

concentración considerablemente menor que las otras cepas estudiadas (Fig. 1.5). 

Figura 1.6: Concentración de auxinas en 
la biopelícula de A. brasilense Sp245, 
Faj009 y Faj164. Se determinó el 
contenido de auxinas (AIA) en el 
sobrenadante de las biopelícula Sp245, 
Faj009 y Faj164 a los 2 y 5 días mediante 
el método de Salkowski. Los valores 
obtenidos fueron normalizados en 
relación al crecimiento total (DO 540nm). 
Los valores corresponden a las medias 
mas desvios estandar de 3 ensayos 
independendientes con 3 réplicas cada 
uno. *, ** Indican diferencias 
significativas entre cepas dentro del 
mismo día basado en ANOVA y test de 
Tukey (P<0,05). ND; no detectado. 
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  La diferencia encontrada en el contenido de AIA entre la mutante en la producción 

de NO (Faj164) y la cepa salvaje, podría indicar una relación entre la producción de NO y 

de AIA en A. brasilense. Por lo tanto, se determinó la producción de nitrito (como 

estimador indirecto de la producción de NO) a los 2 y 5 días.  

 A los 2 días la producción de nitritos en el sobrenandante de la cepa mutante en 

AIA, Faj009, fue significativamente menor que en el de la cepa salvaje registrándose 13,47 

µmoles.ml-1 y 18 µmoles.ml-1, respectivamente, mientras que en Faj164 no se detectó 

producción alguna (Tabla 1.1). Al día 5 el contenido de nitritos disminuyó en Sp245 

mientras que en Faj009 se mantuvo igual; por el contrario, en Faj164 la producción de 

nitritos aumentó obteniendose valores similares a los de la cepa salvaje (Tabla 1.1). Los 

resultados obtenidos en este ensayo indican nuevamente que existiría una relación entre 

la producción de nitritos, la de AIA y la formación de biopelícula a los 2 días. La menor 

formación de biopelícula por parte de las cepas mutantes, se corresponde con una menor 

producción de nitritos (NO) y nula de AIA en Faj009, y un menor contenido de AIA y escasa 

producción de nitritos en Faj164 (Fig. 1.5, 1.6 y Tabla 1.1).  

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 1.1: Producción de nitrito en la biopelícula de A. brasilense. Se determinó la producción de nitritos 
en el sobrenadante de la biopelícula de Sp245, Faj009 y Faj164 a los 2 y 5 días. Los valores obtenidos 
fueron normalizados en relación al crecimiento total (DO 540nm). Los valores corresponden a las medias y 
desvios estandar de 3 ensayos independendientes con 3 replicas cada uno. *Indica diferencias 
significativas respecto de la cepa salvaje al mismo tiempo basado en Test de Student (P<0,05). Nd; no 
detectado. 
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 Debido a que todas las cepas a los 2 días crecieron de igual forma y las diferencias 

más marcadas en la formación de biopelícula, el contenido de AIA y la producción de 

nitrito se observó en ese momento, se decidió evaluar el resto de los parámetros de 

estudio en ese tiempo. 

 

Crecimiento, formación de biopelícula y contenido de AIA en medios suplementados con 

amonio.  

 Se evaluó el efecto del crecimiento en amonio, condición en que la produccción de 

NO no esta favorecida, sobre la formación de biopelícula y la producción de AIA. En medio 

con amonio como fuente de N el crecimiento fue similar para las tres cepas y no se 

observaron diferencias en la formación de biopelícula al tiempo ensayado (Fig. 1.7 A y B). 

Concordando con lo reportado previamente por Arruebarrena et al. (2013), la formación 

de biopelicula en medio con amonio fue considerablemente menor (10 veces) que la 

obtenida en nitrato (Fig. 1.5 y 1.7 B). Por otro lado, el contenido de AIA en el 

sobrenadante fue similar para Sp245 y Faj164, mientras que en Faj009 la producción de 

AIA fue significativamente menor (Fig. 1.7 C). Cabe destacar que en estas condiciones no 

se detectó producción de nitrito en ninguna de las cepas estudiadas.  

 Los resultados obtenidos sugieren que las diferencias en la formación de 

biopelícula y en la producción de AIA, se observan en medios suplementados con nitrato, 

donde esta favorecida la producción de NO. 
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Figura 1.7: Crecimiento estático, formación de biopelícula y contenido de AIA en Sp245 y sus mutantes 
Faj009 y Faj164 en medio Nfb amonio. Las bacterias fueron crecidas en placa de 96 pocillos sin agitación por 
2 días en medio Nfb amonio. Se determinó el crecimiento total (plantónicas más adheridas) por DO540nm (A), 
la formación de biopelícula por CV (B), y el contenido de AIA en el sobrenadante por Salkowski (C). *indica 
diferencias significativas basado en un ANOVA y test de Tukey (P<0,05). 

 

 

Formación de biopelícula frente al agregado exógeno de dadores de NO y auxina sobre 

la biopelícula 

  

 Con el objetivo de evaluar los efectos del NO y la auxina sobre la posibilidad de 

reversión de una deficiente formación de biopelícula en las mutantes, se realizaron 

ensayos con agregado de diferentes concentraciones de dadores de NO (SNP y GSNO) y de 

ácido 3-indolacético sintético (AIA). 

 Cabe destacar que ninguna de las concentraciones ensayadas de ambos tipos de 

moléculas reguladoras modificó el crecimiento de las cepas a los 2 días (datos no 

mostrados).  

 En primer lugar, evaluó el efecto del agregado exógeno de distintas 

concentraciones de los dadores de NO: SNP y GSNO. La adición de 10 µM de SNP no 

afectó la formación de biopelícula en la cepa salvaje, sin embargo 100 µM de SNP la 

disminuyó aproximadamente un 50% (Fig. 1.8 A). Para la mutante Faj009, el 

comportamiento frente a las diferentes concentraciones de SNP fue similar a la de la cepa 

salvaje, en donde 10 µM de SNP no alteró la formación de biopelícula pero 100 µM la 
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disminuyó (Fig. 1.8 A). Por el contrario, en la mutante deficiente en la producción de NO, 

Faj164, el agregado de 10 y 100 µM de SNP indujo una formación de biopelícula 

significativamente mayor, 100 y 80% respectivamente, para cada concentración del dador 

respecto al control sin el agregado de SNP (Fig. 1.8 A). El control con el agregado de SNP 

envejecido por 24hs no promovió la formación de biopelícula en Faj164 (Fig. 1.8 A), por lo 

que se descarta que el aumento de la biopelícula provocado por SNP se deba a un 

subproducto liberado por este dador de NO. Cabe destacar que el dador de NO: SNP, 

libera una concentración efectiva 1000 veces menor de NO que la concentración del dador 

utilizada (Barraud et al. 2006), por lo que una concentración de 10 µM de SNP libera 

aproximadamente 10nM de NO. 

 En cuanto a los experimentos realizados con el dador GSNO, las concentraciones 

utilizadas en este ensayo (1 µM, 50 µM y 1 mM), no tuvieron efecto en revertir la 

deficiencia en la formación de biopelícula en Faj164 (datos no mostrados). 

 Por otra parte, se evaluó el efecto de diferentes concentraciones de AIA sobre la 

formación de biopelícula (Fig. 1.8 B). El agregado de AIA desde el comienzo del ensayo 

provocó que las cepas Sp245 y Faj009 formaran menos biopelícula respecto de su control 

sin AIA, esta disminución fue mayor a medida que aumentaba la concentración de AIA, 

observándose la mayor disminución de la formación de biopelícula en 10 µM y 1 mM (Fig. 

1.8 B). Por el contrario, en la cepa Faj164, ninguna concentración de AIA utilizada modificó 

la formación de la biopelícula (Fig. 1.8 B). Los resultados obtenidos con el agregado de AIA 

muestran un efecto de disminución en la formación de biopelícula en la cepas salvaje y 

deficiente en AIA, pero no en la cepa deficiente en la producción de NO.  

En base a estos resultados, se decidió continuar con 10 µM y 100 µM de SNP y 1 mM de 

AIA, debido a que en estas concentraciones se observaron los efectos más marcados sobre 

la formación de biopelícula en las distintas cepas. 
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Figura 1.8: Efecto del agregado exógeno de SNP y AIA sobre la formación de biopelícula en A. brasilense. 
A. brasilense Sp245, Faj009 y Faj164 fueron crecidas en placa de 96 pocillos con Nfb NO-

3 más el agregado de 
10µM o 100 µM de SNP (A) o 100 µM de SNP envejecido por 24hs (A, para el caso deFaj164) o 1µM, 10µM ó 
1mM de AIA (B). En ambos casos se determinó la formación de biopelícula por CV a los 2 días de iniciado el 
experimento. Los datos fueron relativizados al control de cada cepa. Se muestra la media con sus desvíos de 
3 ensayos independientes con tres replicas biológicas cada uno. *, ** indica diferencias significativas entre 
tratamientos basado en un Anova y test de Tukey (P<0,05). 
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 A continuación se estudió el efecto del agregado conjunto de SNP y AIA sobre la 

formación biopelícula a los 2 días. 

 Como se mencionó previamente, el agregado de 1 mM de AIA provocó una 

disminución en la formación de biopelícula de Sp245, mientras que la adición de SNP 10 

µM no tuvo efecto marcado sobre la misma (Fig. 1.9). Cuando se agregó AIA 1 mM y SNP 

10 µM en forma conjunta, se observó una menor formación de biopelícula respecto del 

control, pero mayor que la observada en el tratamiento solo con AIA. Este resultado 

permitiría suponer que el NO producido por SNP 10 µM, contrarrestaría el efecto del AIA 

en disminuir la biopelícula. Sin embargo, a una concentración mayor de SNP (100 µM), la 

cepa salvaje formó menos biopelícula igualando la cantidad que se forma en presencia de 

AIA 1 mM (Fig. 1.9). Finalmente, el tratamiento con 100 µM de SNP y 1 mM de AIA 

conjuntamente, disminuyó la biopelícula (Fig. 1.9)  

 La cepa mutante Faj009 tuvo un comportamiento similar al observado en la cepa 

salvaje frente al agregado de los distintos metabolitos (Fig. 1.9). 

 En Faj164 el AIA no tuvo efecto sobre la formación de biopelícula, mientras que el 

agregado SNP 10 y 100 µM indujo la formación de más biopelícula respecto de su control 

(aproximadamente el doble), alcanzando niveles cercanos a los de de la cepa salvaje. El 

agregado de AIA mas SNP (10 ó 100 µM) provocó un aumento en la formación de 

biopelícula similar al obtenido con SNP solo. Estos resultados indican que el AIA no tendría 

el efecto de disminuir la formación de biopelícula en esta bacteria (Fig. 1.9).  

 Las evidencias presentadas en estos ensayos indican un efecto opuesto del NO y 

del AIA sobre la formación de biopelícula de A. brasilense. De este modo, el NO (en bajas 

concentraciones, 10 nM) promovería la formación de biopelícula y el AIA (1 mM) 

disminuiría la formación de la misma. 
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Figura 1.9: Efecto del agregado exógeno de SNP y AIA sobre la formación de biopelícula de A. brasilense. 
Sp245, Faj009 y Faj164 fueron crecidas en placa de 96 pocillos por 2 días en Nfb NO-

3 en presencia de SNP, 
AIA o SNP y AIA. Se determinó la formación de biopelícula por cristal violeta. Los datos fueron relativizados 
al control de Sp245. Se muestra la media con sus desvíos de 4 ensayos independientes con tres replicas 
biológicas cada uno. Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos dentro de la 
misma cepa en base a un ANOVA y posterior test LSD (p>0,05). 
 
 

 Producción de nitritos, NO y contenido de AIA en la biopelícula frente al agregado 

exógeno de SNP y AIA  

 Con el objetivo de evaluar si el agregado exógeno del dador de NO y de AIA 

sintética modifican la producción propia de NO y de AIA por la bacteria, se determinó la 

producción de nitrito (estimador indirecto del NO), de NO y el contenido de auxinas en el 

sobrenadante de las biopelículas en los distintos tratamientos.  

 Las determinaciones de nitrito mostraron, que a los 2 días de crecimiento estático, 

la cepa Sp245 acumula mayor cantidad de nitrito que su mutante en la producción de AIA 

(Faj009), mientras que en la cepa mutante Faj164, como es esperado, no se detectó 

producción de este metabolito, en ninguna condición ensayada (Fig.1.10). El agregado de 

1 mM de AIA produjo una disminución en la producción de nitrito en los sobrenadantes de 
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las biopelículas, tanto en la cepa salvaje como en la mutante Faj009 (Fig. 1.10). La adición 

de 10 µM de SNP a los cultivos estáticos de Sp245, no modificó el contenido de nitritos 

respecto de su control, este valor tampoco se vio modificado cuando se añadió 10 µM de 

SNP y 1 mM de AIA conjuntamente (Fig. 1.10). El resto de los tratamientos no modificó la 

producción de nitritos respecto del control. De la misma manera, para la cepa Faj009 no 

se observaron diferencias en la producción de nitritos en los tratamientos solo con SNP, o 

con SNP y AIA juntos, respecto del control sin tratar (Fig. 1.10).  
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Figura 1.10: Efecto del agregado exógeno de SNP y AIA sobre la producción de nitrito en A. brasilense. 
Sp245, Faj009 y Faj164 fueron crecidas en placa de 96 pocillos en Nfb NO-

3 por 2 días en presencia de SNP, 
AIA o SNP y AIA. Se determinó la producción de nitrito en el sobrenadante de las biopelículas mediante un 
electrodo específico. Los valores obtenidos de NO

-
2 fueron normalizados en relación al crecimiento total (DO 

540nm) Se muestra la media con sus desvíos de 2 ensayos independientes con tres replicas biológicas cada 
uno. Nd: no detectado. Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos dentro de la 
misma cepa basado en un ANOVA y test LSD (P<0,05). 

 

 Los resultados obtenidos indican que el agregado exógeno de 1 mM de AIA 

produjo una disminución en la producción de nitritos tanto de Sp245 y de Faj009, 

mientras que el SNP no la modificó. Sin embargo, cuando ambos compuestos se 
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agregaron juntos, el contenido de nitritos no se modificó, indicando que el SNP 

contrarrestó el efecto del AIA.  

 

 Además de determinar los nitritos como medida indirecta de la producción 

endógena de NO frente al agregado de AIA, se cuantificó fluorométricamente la 

producción de NO en la biopelícula de 2 días en medio con nitrato. Inicialmente, se 

determinó la cinética de producción de NO durante un periodo de 2 hs en las biopelículas, 

se observó que fueron similares en Sp245 y Faj009, tanto en presencia como en ausencia 

de AIA (Fig. 1.11 A). Las tasas máximas de producción de NO fueron de 2.5 UA NO.min -1 

para Sp245 y 2.2 UA NO.min-1 para Faj009. Con el agregado de AIA las tasas máximas de 

producción correspondieron a 2.0 UA NO.min-1 para Sp245 y Faj009 (Fig. 1.11 A). La 

producción neta de NO fue significativamente mayor en Sp245 que en Faj009 (Fig. 1.11 B). 

El agregado de AIA exógeno provocó una disminución en la producción neta de NO en 

Sp245 y también en Faj009, aunque en menor medida (Fig. 1.11 B). En la cepa Faj164 no 

se detectó producción de NO. Estos resultados concuerdan con los obtenidos en las 

determinaciones del contenido de nitritos (Fig. 1.10).  

 Las diferencia en la tasa de producción de NO en Sp245 indica que el agregado de 

AIA provocó una disminución en la producción de NO endógeno . 
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 El contenido de auxinas en el sobrenadante de las biopelículas se determinó por el 

método de Salkowski. En este ensayo se determinó solo el contenido de AIA de los 

tratamientos con las distintas concentraciones de SNP (10 y 100 µM SNP), debido a que 

por limitaciones del método, no se pudo discriminar entre el AIA agregado exógenamente 

y el producido por la propia bacteria.  

  

 Por otro lado, el agregado exógeno de 10 y 100 µM del dador de NO, provocó en la 

cepa salvaje una diminución significativa del contenido de AIA respecto del control (Fig. 

1.12). En cuanto a la cepa Faj164, que posee menor contenido de AIA respecto de la cepa 

salvaje, el agregado de 10 µM SNP solo disminuyó levemente el contenido de AIA, 

mientras que 100 µM produjo una disminución más marcada, aunque no resultó 

estadísticamente significativa (Fig. 1.12).  

 Estos últimos resultados indicarían que tanto el AIA como el NO, agregados 

exógenamente, no solo tienen la capacidad de modificar la formación de biopelícula, sino 

también de ejercer efecto sobre la producción de AIA y de nitritos propia de la bacteria.  

 

Figura 1.11: Producción de NO por A. brasilense Sp245 y Faj009 cuantificada fluorométricamente. 100 μl 

de cultivos crecidos por 2 días de forma estática en Nfb NO3
- fueron incubados en placa de 96 pocillos con 10 

μM de la sonda fluorescente DA -2DA. La intensidad de la fluorescencia fue medida con un lector de placas 

(Fluoroskan Ascent) usando filtros de excitación a 480 nm y de emisión a 525 nm. A) Cinéticas de producción 

de NO de las biopelículas determinadas cada 4 min durante 2 hs de incubación con 0 o 1 mM AIA. Los 

valores de fluorescencia fueron relativizados al crecimiento (DO540nm) B) Producción neta de NO con o sin 

AIA 1 mM, los niveles de NO se determinaron luego de 2 hs de incubación con la sonda. Se representa la 

media ± desvío estándar de tres mediciones. UA: unidades arbitrarias de fluorescencia. Las medias se 

compararon mediante un test de Student (P<0,05). *Indica diferencias significativas entre Sp245 y Faj009 

(condición control). **indica diferencias significativas entre cada condición para una misma cepa. 
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Regulación del promotor del gen ipdC frente al agregado de secuestrante de NO, cPTIO  

 El agregado exógeno de NO disminuyó el contenido de AIA en A. brasilense (Fig. 

1.12), en base a esto se decidió evaluar el efecto del NO sobre la síntesis de AIA. Para ello 

se realizó un análisis de expresión del promotor del gen ipdC. Se utilizó una cepa de A. 

brasilense Sp245 que contiene un plásmido con el promotor del gen ipdC fusionado a egfp 

(PppdC) (Combes-Meynet et al. 2011). Se evaluó la intensidad de fluorescencia en la 

biopelícula de dos días en medios con nitrato en ausencia o presencia del secuestrante de 

NO: cPTIO. Las determinaciones de fluorescencia indicaron que la expresión de Sp245 

ppdC aumentó significativamente en presencia de 1 mM de cPTIO (Fig. 1.13). 

Paralelamente, se realizó el recuento de UFC para descartar un efecto de cPTIO sobre la 

viabilidad bacterias. El recuento fue de 9,4x109 UFC.ml-1 para Sp245 y 1,27x109 UFC.ml-1 

para Sp245+cPTIO, si bien estas diferencias no fueron significativas, hay que destacar que 

un menor número de bacterias en presencia de cPTIO tuvo mayor intensidad de 

fluorescencia respecto de su control. Estos resultados indican que el NO afecta la 

expresión del promotor del gen ipdC.  

Figura 1.12: Efecto del agregado de 
SNP sobre el contenido de AIA en las 
biopelículas. A. brasilense. Sp245, 
Faj009 y Faj164 fueron crecidas en 
placa de 96 pocillos por 2 días en NFb 
NO

-
3 en presencia de 10 o 100 µM de 

SNP. Se determinó el contenido de AIA 
en el sobrenadante de las biopelículas 
mediante Salkowski. Los valores 
obtenidos de AIA fueron normalizados 
en relación al crecimiento total (DO 
540nm). Se muestra la media con sus 
desvíos de 2 ensayos independientes 
con tres replicas biológicas cada uno. 
*indica diferencias significativas entre 
tratamientos dentro de la misma cepa 
basado en ANOVA y test de Tukey 
(P<0,05). Nd: no detectado. 
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Efecto del AIA sobre la expresión de genes del metabolismo del NO 

 Teniendo en cuenta la menor producción de NO observada en presencia de AIA 

(Fig. 1.11), se estudió si el agregado exógeno de AIA alteraba la expresión de los genes 

involucrados en el metabolismo del NO en Azospirillum. Para ello se analizó la expresión 

de los genes correspondientes a la nitrato reductasa periplasmatica (Nap) y la nitrito 

reductasa (Nir), en forma semicuantitativa en Sp245. Como se puede observar en la figura 

1.14 A y B, el agregado de AIA en la biopelícula de 2 días no modificó la expresión del gen 

Nap, mientras que la expresión del gen Nir se vio disminuida en presencia de AIA (Fig. 

1.14).  

 

Figura 1.13: Efecto del agregado de cPTIO sobre la 

regulación de ppdC-egfp. A. brasilense Sp245 

PppdC-egfp fue crecida en placa de 96 pocillos por 

2 días en Nfb NO-
3 en presencia de 1mM de cPTIO. 

La intensidad de la fluorescencia fue medida con 

un lector de placas Fluoroskan, usando filtros de 

excitación a 480 nm y de emisión a 525 nm. Los 

valores de fluorescencia fueron relativizados al 

crecimiento (DO540nm). Los valores representan la 

media ± desvío estándar de tres mediciones. UA: 

unidades arbitrarias. *indica diferencias 

significativas basadas en un test de Student 

(P<0,05). 
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Figura 1.14: Efecto del agregado de AIA sobre la expresión de genes involucrados en el metabolismo del 
NO en A. brasilense. La cepa Sp245 fue crecida durante 2 días en placa 96 pocillos en medio Nfb NO-

3 con el 
agregado de AIA 1 mM. Se extrajo ARN total de las bacterias adheridas por el método del Trizol y se sintetizó 
el ADN copia. La carga de ARN para cada RT-PCR fue estandarizada por amplificación del gen de la subunidad 
pequeña ribosomal (16S). A) Geles de agarosa 1% p/v donde se muestra los distintos amplicones de las 
distintas RT-PCR para cada gen. B) Expresión de cada gen relativa al control 16S. Nap: nitrato reductasa 
periplasmatica, Nir: nitrito reductasa.  
 

Efecto del AIA sobre la dispersión de la biopelículas 

 El agregado exógeno de auxinas produjo una disminución en la biopelícula, lo que 

indicaría que este metabolito podría disminuir la formación de biopelícula pero también 

dispersar la biopelícula ya formada. Para establecer si el AIA tiene un efecto dispersante 

sobre las biopelículas de A. brasilense, se evaluó el efecto del agregado de auxina exógena 

sobre la biopelícula madura. Para ello, se crecieron las cepas de A. brasilense en forma 

estática durante 5 días, al 4to día de crecimiento se agregó el AIA y al siguiente día se 

determinó la biopelícula. En la figura 1.15 se puede observar que el agregado de distintas 

concentraciones de AIA a Sp245 dispersó la biopelícula. En cuanto a las mutantes, en la 

cepa Faj009 bajas concentraciones de AIA (1 y 100 µM) no tuvieron efecto sobre la 

biopelícula, pero 1 mM la aumentó levemente (Fig. 1.15). Por otro lado, en la cepa Faj164 

las distintas concentraciones de AIA disminuyeron levemente la biopelícula, observándose 

el mayor efecto a 1 mM de AIA (Fig. 1.15). Si bien las diferencias observadas no fueron 

significativas los resultados sugieren que existiría un efecto de dispersión que podría 
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depender de la concentración de AIA en la biopelícula, ya que la mayor dispersión ocurrió 

en la cepa salvaje, cepa que a este tiempo tiene mayor contenido de AIA (Fig. 1.6).  
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Figura. 1.15: Efecto del agregado de auxina exógena sobre la biopelícula madura. A. brasilense Sp245 y sus 
mutantes Faj009 y Faj164 fueron crecidas en placa de 96 pocillos en Nfb NO-

3 sin agitación durante 5 días. Al 
4to día de crecimiento se agregó 1 µM, 100 µM o 1 mM de AIA, y al día siguiente se determinó la biopelícula 
formada por cristal violeta. Los datos fueron relativizados al control de cada cepa. Se muestra la media con 
sus desvíos de 3 ensayos independientes con tres replicas biológicas cada uno. 

 

Formación de biopelícula sobre raíces de plántulas de tomate 

 Por último, se analizó la capacidad de las cepas de formar biopelícula sobre la raíz. 

Como puede verse en la figura 1.16 las tres cepas colonizaron y formaron biopelículas 

sobre la raíz en 2 días, observándose cúmulos de células en las raíces colonizadas 

principalmente por Sp245 y Faj009, mientras que en Faj164 si bien se observó una gran 

cantidad de bacterias, estas estaban más dispersas sobre la superficie de la raíz (Fig. 1.16). 

Tampoco se observaron diferencias en el patrón de colonización, las tres cepas 

colonizaron principalmente el ápice y la superficie media de la raíz. Por otro lado, en las 

raíces inoculadas el número de UFC.g-1 estuvo en el rango de 109 bacterias.g-1 indicando 

que la colonización fue efectiva para las tres cepas (1x109 bacterias.g-1 para Sp245, 5x109 

bacterias.g-1 para Faj009 y 3,63 x109 bacterias.g-1 para Faj164).  
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Figura 1.16: Formación 
de biopelículas sobre 
raíces de plántulas de 
tomate. La capacidad 
de las cepas de A. 
brasilense de formar 
biopelículas fue 
evaluada mediante 
microscopia de 
fluorescencia. Las 
plántulas fueron 
colocadas en tubos 
conteniendo agua con 
13,8 mM NO-

3 y 1x107 

bacterias.ml-1 de cada 
cepa. Luego de 2 días 
las plantas fueron 
retiradas y las raíces 
observadas al 
microscopio. El panel 
de la izquierda 
corresponde al campo 
de fluorescencia, 
mientras que el de 
derecha al campo claro. 
La barra en cada foto 
representa 100µm. 
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 Ciertas características de las PGPR son importantes para que éstas colonicen en 

forma eficiente las raíces (Compant et al. 2010; Whipps 2001). Entre estas características, 

se describen la movilidad bacteriana, el reconocimiento de señales de comunicación 

planta-bacteria y la producción de EPS, entre otros (Reis y Olivares 2006). La capacidad de 

formar biopelículas es un proceso clave para la efectiva colonización de la raíz. Las señales 

que inician el proceso son variables y para el desarrollo de la biopelícula es necesaria la 

expresión de genes distintos de aquellos necesarios para la vida en cultivo planctónico 

(Watnick y Kolter 2000). Se ha reportado que hasta un 30% de los genes pueden estar 

diferencialmente expresados entre condiciones de crecimiento planctónicas y en 

biopelícula (Solano et al. 2002).  

 Numerosos estudios en los que se ha focalizado en la acción de las moléculas señal 

AIA y NO, en forma separada, destacan que ambos reguladores modulan la expresión de 

genes y la acumulación de moléculas que son parte de las cascadas de señalización (Hu et 

al. 2010; Kochar y Srivastava 2012; Lambrecht et al. 2000; Molina‐ avero et al. 2007; 

Prusty et al. 2004; Somers et al. 2008; Spaepen et al. 2007). La capacidad de A. brasilense 

de producir dos moléculas señal como el AIA y el NO, que participan en la interacción 

planta-bacteria está bien establecida (Creus et al. 2005; Molina-Favero et al. 2008; 

Spaepen et al. 2009b; Spaepen et al. 2007; Vande Broek et al. 1999).  

El rol del NO en la regulación de la formación de biopelícula ha sido demostrado 

(Barraud et al. 2015; Schmidt et al. 2004). Particularmente en Azospirillum, se ha 

reportado que en medios suplementados con nitrato A. brasilense forma más biopelícula 

que en medios con amonio o sin N, en donde se encuentra activa la fijación de nitrógeno 

(Siuti et al. 2011), y estas diferencias se han atribuido a la producción de NO a partir de 

nitrato, proceso en el que está implicada la enzima nitrato reductasa periplásmica (Nap) 

(Arruebarrena Di Palma 2015). Por otra parte, el AIA es considerado una molécula señal 

en Azospirillum, y un componente clave en la interacción planta-microorganismo 

(Sukumar et al. 2013; Van Puyvelde et al. 2011). Sin embargo, hasta el momento no se 

había estudiado en esta bacteria, su participación en la formación de biopelícula.  
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A pesar de que el AIA y el NO pueden no ser necesarios para los procesos 

fisiológicos esenciales en las bacterias, existen pocos estudios que apuntan hacia una 

intercomunicación entre AIA y NO (Koul et al. 2015a; Koul et al. 2015b). 

 En este capítulo se estudió la participación del AIA y el NO durante la formación de 

biopelícula en A. brasilense y la interacción de estas dos moléculas durante ese proceso. 

Inicialmente se estudió el crecimiento estático y la formación de biopelícula in vitro por A. 

brasilense Sp245 y sus mutantes Faj164 (nitrato reductasa periplasmática negativa, Nap-) y 

Faj009 (indol-3-piruvato descarboxilasa negativa, ipdC-), a los 2, 5 y 11 días. Los resultados 

mostraron que en medios suplementados con nitrato, las 3 cepas crecieron de forma 

estática y fueron capaces de formar biopelícula hasta los 11 días de estudio (Fig. 1.3, 1.4 y. 

1.5). Si bien el crecimiento fue similar para las tres cepas a todos los tiempos, la formación 

de biopelícula fue diferente a los 2 días entre la cepa salvaje y sus mutantes. En 

concordancia con lo reportado por Arruebarrena Di Palma et al. (2013), la cepa Faj164 

formó menos biopelícula que Sp245 en medios con nitrato (Fig. 1.5). Asimismo, la cepa 

Faj009 también formó menos biopelícula que la salvaje, al día 2 (Fig. 1.5). Este último 

resultado sugiere que el AIA podría estar involucrado directa o indirectamente en la 

regulación de este proceso.  

 A los 2 días la determinación del contenido de nitritos y de AIA en los 

sobrenadantes, mostró que la cepa Faj164 no produjo nitritos y que el contenido de AIA 

fue significativamente menor que en la cepa salvaje (Fig. 1.6 y Tabla 1.1), mientras que en 

la cepa Faj009 la producción de nitritos fue menor y no se detectó AIA (Fig. 1.6 y tabla 

1.1). Sin embargo, a los 5 días la cantidad de biopelícula formada y la producción de 

nitritos fue similar para las tres cepas, no obstante, sí hubo diferencias en el contenido de 

AIA (Fig. 1.5 y Tabla 1.1). Este resultado fortalece resultados anteriores que establecían la 

participación del NO en la formación de biopelícula y desvincularía al AIA en este proceso, 

ya que las diferencias observadas en la formación de biopelícula se corresponderían con 

diferencias en el contenido de NO y no con los niveles de AIA. 

 Otra evidencia que apoya este resultado, es el estudio de la formación de 

biopelícula en medios suplementados con amonio. En este medio la formación de 
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biopelícula fue igual para las 3 cepas a pesar de ser 10 veces menor que en nitrato (Fig. 1.7 

B). Además, el contenido de AIA fue similar para Sp245 y Faj164. En este ensayo no se 

detectó producción de nitritos, aunque se ha reportado que la producción de NO en 

amonio es 25 veces menor que en nitrato (Molina Favero 2013). Independientemente del 

medio, la producción de AIA por Sp245 alcanzó una concentración de entre 20 y 25 µg.ml-

1/DO540nm, la cual se encuentra dentro del rango reportado para A. brasilense creciendo en 

agitación en medios con amonio como fuente de N (Cassán et al. 2014). Es importante 

destacar que la mayoría de los estudios acerca de la producción de AIA por A. brasilense 

reportados por otros autores, fueron realizados creciendo la bacteria en agitación y en 

otros medios de cultivo, generalmente suplementados con amonio (Malhotra y Srivastava 

2009; Masciarelli et al. 2013; Vande Broek et al. 1999), y hasta el desarrollo de esta tesis 

no había estudios acerca de la producción de AIA por A. brasilense en cultivos estáticos 

suplementados con nitrato o amonio. 

 Los resultados obtenidos con la cepa Faj009, afectada en la vía más importante de 

síntesis de AIA, que formó menos biopelícula y produjo menor contenido de NO, indican 

que los niveles de AIA afectan los del NO. Asimismo, los resultados observados con la 

mutante Faj164 indican que la ausencia de NO influye, no sólo en la formación de 

biopelícula sino también en el contenido de AIA. En conjunto ambas evidencias dan 

cuenta de una posible interacción entre estas dos moléculas. Recientemente Koul y 

colaboradores (2015), mostraron la existencia de una interacción entre NO y AIA en  A. 

brasilense cepa SM. En este caso, mutantes en el regulador de la óxido nitroso reductasa 

(norR) y en la óxido nítrico reductasa (norB), que tienen niveles levemente más bajos de 

NO, mostraron mayor contenido de AIA que la cepa salvaje, indicando que alteraciones en 

los niveles endógenos de NO podrían estar regulando la síntesis de AIA. Este mismo autor 

mostró que la presencia en el medio de triptófano, precursor de auxinas, o de AIA, 

también influyeron en la producción de NO por las cepas mutantes en comparación con la 

cepa salvaje (Koul et al. 2015b). Los resultados hallados en esta tesis también muestran 

una interacción entre ambos reguladores en Sp245. Las diferencias observadas en el 

contenido de AIA entre la cepa salvaje Sp245 y la mutante Faj164 podrían atribuirse a los 
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niveles diferenciales de NO endógeno. Del mismo modo, y en base a los observado con la 

mutante Faj009, los bajos niveles de auxinas podrían estar afectando la síntesis de NO. 

 El tratamiento de los cultivos con 10 o 100 µM de SNP como dador de NO, 

aumentó la formación de biopelícula en Faj164, produciendo probablemente una 

complementación química. Sin embargo, no tuvo el mismo efecto en Sp245 y Faj009, 

donde 10 µM no afectó la biopelícula pero 100 µM de SNP la disminuyó (Fig. 1.8 A). En A. 

brasilense, ya ha sido reportada esta respuesta, donde bajas concentraciones de NO 

promueven la formación de biopelícula y altas la disminuyen (Arruebarrena Di Palma 

2015). La producción de nitritos de la biopelícula (como medida indirecta de la producción 

endógena de NO) no se vio afectada con el agregado del dador de NO, SNP (Fig. 1.10). En 

medios con nitrato el 95% del NO es producido por la vía de desnitrificación en A. 

brasilense (Molina-Favero et al. 2008), donde la producción de nitritos es un intermediario 

de dicha vía (Cohen et al. 2010). El agregado de un dador exógeno de NO, no 

necesariamente afectaría la producción endógena de nitritos. Por otra parte, como se 

mencionó previamente, el SNP libera una concentración de NO 1000 veces menor 

respecto de la concentración de dador utilizada (Barraud et al. 2006; Ederli et al. 2009), y 

el uso de SNP tiene la ventaja de que establece niveles estacionarios de NO que imitan la 

producción endógena de NO durante la desnitrificación bacteriana (Kwiatkowski y 

Shapleigh 1996). Por otro lado, el agregado de 1 µM, 50 µM y 1mM del dador de NO, 

GSNO, no logró revertir la deficiencia en la formación de biopelícula en Faj164.  El 

mecanismo y la cinética de liberación de NO del donante depende de factores externos, 

de la toxicidad de productos acumulados, etc. (Floryszak-Wieczorek et al. 2006).  Para el  

GSNO se ha descripto una cinética de liberación del NO rápida y transitoria (entre 30 y 60 

min), además de liberar 8 veces menos NO que el SNP a una misma concentración (Ederli 

et al. 2009). El hecho de no haber obtenido resultados similares al tratamiento con el SNP, 

puede deberse a que las concentraciones utilizadas no liberaron suficiente NO, o que la 

adición de GSNO cada 24 hs fue insuficiente y no generó niveles estables y necesarios de 

NO para revertir la deficiencia la formación de biopelícula en Faj164.  
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Se ha reportado que en Pseudomonas aeruginosa el NO afecta la formación y la dispersión 

de la biopelícula modificando los niveles intracelulares de di-GMPc (Barraud et al. 2009). 

En A. brasilense cepa Sp7 recientemente se ha mostrado que una mutante en Diguanilato 

ciclasa A, desmejorada en la síntesis de di-GMPc, mostró menor formación de biopelícula, 

indicando que este mecanismo de regulación también estaría presente en esta bacteria 

(Ramirez-Mata et al. 2016).  

 Por otro lado, la adición de distintas concentraciones de AIA exógeno al cultivo 

disminuyó la formación de biopelícula en Sp245 y Faj009 (Fig. 1.8 B). De todas las 

concentraciones probadas de AIA (1 y 10 µM, 1 mM), ninguna logró restituir la biopelícula 

en Faj009. Las concentraciones de auxina utilizadas esta tesis fueron seleccionadas en 

base a las utilizadas para Azospirillum en estudios previos realizados por otros autores 

(Vande Broek et al. 2005; Spaepen et al. 2009b; Van Puyvelde et al. 2011). Además se 

incluyó la misma concentración producida por Sp245 (aprox. 30µM), de manera de poder 

complementar exógenamente los niveles de AIA en Faj009, y no se logró restituir la 

biopelícula (resultados no mostrados). Es importante notar que esta disminución en la 

formación de biopelícula ocasionada por el agregado exógeno de AIA solo se observó en la 

cepa salvaje y en Faj009 y no está relacionada a una diferencia en el crecimiento, ya que 

las tres cepas crecieron de forma similar. Por lo tanto, el agregado de AIA tiene el efecto 

de disminuir la formación de biopelícula en Sp245 y Faj009.  

 En otras especies como E. coli K12 (Bianco et al. 2006), Rhizobium etli (Spaepen et 

al. 2009a) y Bradyrhizobium japonicum (Donati et al. 2013), el agregado de AIA indujo la 

formación de biopelícula ya sea incrementando la expresión de los genes implicados en la 

síntesis de lipopolisacaridos, de exopolisacaridos y de trehalosa, o bien alterando genes 

involucrados en la movilidad y adhesión. Todos estos estudios apuntan a la presencia de 

AIA como una señal que desencadena una respuesta a condiciones de estrés. Por otro 

lado, se ha reportado que compuestos derivados de indoles, tales como el indol-3-

acetaldehido, indolacetonitrilo, el ácido indolacético, entre otros, tienen el potencial de 

inhibir la formación de biopelícula de especies clínicamente relevantes para la salud 

humana (Lee et al. 2011; Rabin et al. 2015; Worthington et al. 2012). En particular, los 
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efectos del agregado exógeno de AIA a la biopelícula de A. brasilense Sp245 no se habían 

estudiado. No obstante, algunos reportes indican que la adición de AIA a los cultivos de 

Azospirillum modifica la expresión de genes involucrados en la síntesis de proteínas de 

transporte y de superficie, e incrementa la expresión del sistema de secreción tipo IV 

(T6SS) que está relacionado a la interacción bacteria-eucariotas (Van Puyvelde et al. 2011). 

Todo esto indicaría que la bacteria expuesta a AIA estaría mejor adaptada para la 

interacción con la planta (Van Puyvelde et al. 2011). En las condiciones ensayadas en esta 

tesis el agregado de AIA disminuyó la formación de biopelícula en Sp245. Teniendo en 

cuenta la respuesta obtenida con las concentraciones de AIA utilizadas, sería interesante 

evaluar si concentraciones menores (del orden de nanomolares) tienen un efecto opuesto 

sobre la formación de biopelícula. Relacionado a esto, se ha reportado una respuesta dual 

al AIA en A. tumefaciens y P. aeruginosa durante la formación de biopelícula, donde bajas 

concentraciones la promueven y altas la disminuyen (Plyuta et al. 2013).  

 Otra posibilidad es que el AIA sea la señal para iniciar la dispersión de la 

biopelícula. El agregado de AIA exógeno no logró dispersar la biopelícula pre formada de 

manera significativa, sin embargo la cepa salvaje mostró una notable disminución (Fig. 

1.12), por lo que no se descarta que el AIA tenga la capacidad de dispersar la biopelícula 

establecida, favoreciendo de esta forma la colonización bacteriana de otros sitios. 

 Se sabe que cambios en el ambiente como variaciones en la temperatura, en el PH, 

o en la disponibilidad de nutrientes disparan la síntesis de AIA en Azospirillum (Malhotra y 

Srivastava 2009; Ona et al. 2005). Si bien el agregado de altas concentraciones de AIA no 

afectó el crecimiento de la bacteria, un exceso de esta molécula en el medio podría 

disparar señales en la bacteria que le indiquen que el ambiente ya no es favorable y 

movilizarse hacia otros ambientes. La dispersión de la biopelícula puede proporcionar a la 

bacteria una ventaja competitiva al acceder a un nuevo nicho y continuar colonizando 

otros sitios del mismo u otro hospedador. Recientemente se ha reportado que la 

degradación de auxinas tiene un rol clave en la colonización y promoción del crecimiento 

ejercida por Burkholderia phytofirmans PsJN (Zúñiga et al. 2013). En este trabajo se 

reportó que la inoculación de Arabidopsis con una mutante de B. phytofirmans, incapaz de 
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degradar auxinas, no tuvo efectos de promoción del crecimiento comparado con la cepa 

salvaje. Por otro lado B. phytofirmans PsNJ logró prevenir los efectos de inhibición del 

largo de la raíz principal provocado por el agregado de AIA exógeno, mientras que la 

mutante solo lo hizo parcialmente (Zúñiga et al. 2013). Estos resultados dan cuenta de que 

las bacterias controlan finamente los niveles de AIA en la interacción con la planta 

hospedadora (Leveau y Lindow 2005). 

 Las evidencias sugieren, que el NO (a baja concentración, 10 nM) y el AIA tienen 

efectos opuestos sobre la formación de biopelícula en A. brasilense Sp245 (Fig. 1.9): el NO 

la promueve mientras que el AIA la reduce. En esta tesis se observó que el agregado de 

AIA exógeno disminuyó el contenido de nitritos (Fig. 1.10) y la tasa de producción de NO 

tanto en la cepa salvaje como en Faj009 (Fig. 1.12 B), indicando que los efectos del AIA 

sobre la biopelícula se deberían a que esta molécula es capaz de afectar la síntesis de NO. 

Asimismo el hecho de que la adición del dador de NO, SNP, evite que el AIA reduzca la 

formación de biopelícula apoyan esta hipótesis (Fig. 1.9).  

 Independientemente de la formación de biopelícula los resultados muestran una 

interacción entre estas dos moléculas en Azospirillum, donde los niveles de AIA modifican 

los niveles de NO, y los niveles de NO modifican los de AIA. Esto queda en evidencia ya 

que el agregado de NO exógeno al cultivo disminuye el contenido de AIA, así como el de 

AIA disminuye los niveles de NO (Fig. 1.11, 1.12). Resultados similares fueron observados 

en Azospirillum SM donde el agregado de SNP disminuyó el contenido de AIA (Koul et al. 

2015b).  

 La interacción entre el AIA y el NO queda expuesta con el análisis de la expresión 

de genes involucrados en el metabolismo del NO y de la biosíntesis de AIA (Fig. 1.13 y 

1.14). El hecho de que el secuestrante específico de NO endógeno, cPTIO, induzca la 

expresión del promotor de uno de los genes más importante en la vía de síntesis de AIA 

(ipdC), indica que el NO es capaz de alterar la síntesis de AIA modificando la expresión del 

gen ipdC (Fig. 1.13). Por otro lado, la expresión del gen de la nitrato reductasa 

periplasmática (Nap) en presencia de AIA no se vío modificada (Fig. 1.14 Ay B), por lo que 

no se puede atribuir la disminución en la producción de nitritos observada a alteraciones 
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en la expresión de dicho gen. Sin embargo la expresión del gen de nitrito reductasa (Nir), 

que codifica para la enzima encargada de la síntesis de NO a partir de nitrito, sí se vio 

disminuida en presencia de AIA. Este resultado indica que el AIA afecta la síntesis de NO, 

disminuyendo la expresión del gen Nir (Fig. 1.14 A y B).  

Si bien hay pocos estudios en bacterias acerca de la interacción de estos dos 

reguladores, en plantas es conocido que existe una correlación entre los niveles de NO y 

AIA, donde el NO exógeno modula la expresión de los genes dependientes de auxina 

(Terrile et al. 2012), así como el AIA induce la acumulación de NO en raíces (Correa-

Aragunde et al. 2004; Pagnussat et al. 2002) Más recientemente, se ha reportado que el 

NO afecta la biosíntesis, el transporte y la vía de señalización de auxinas en Arabidopsis 

(Sanz et al. 2015).  

 Es sabido que la inoculación con Azospirillum genera cambios en la arquitectura 

radical que son desencadenados por la acción conjunta de fitohormonas en asociación con 

otras moléculas (Bashan y de-Bashan 2010). Los efectos positivos de Azospirillum sobre el 

crecimiento de la planta se obtienen si el grado de colonización se encuentra entre 106 a 

109 células por plántula, mientras que a concentraciones menores o mayores no se induce 

respuesta o sus efectos son negativos, respectivamente (Dobbelaere et al. 1999; Fallik et 

al. 1994; Kapulnik et al. 1985; Pereyra et al. 2007). Aquí se estudió la capacidad de 

Azospirillum y sus mutantes de formar biopelícula y colonizar las raíces de tomate. Luego 

de dos días de exponer las raíces a las bacterias, las tres cepas se adhirieron a la superficie 

de la raíz y formaron biopelículas (Fig. 1.14). La colonización estuvo en el orden de 109 

células.g-1  de peso fresco de raíz. Este grado de colonización estuvo dentro del óptimo 

para la inducción de efectos positivos en el crecimiento, aunque no se evaluaron dichos 

parámetros. Resultados similares obtuvo Molina Favero (2013), en donde semillas de 

tomate inoculadas con Sp245, Faj009 y Faj164 no mostraron diferencias en el grado de 

colonización, pero si en la promoción del crecimiento. En dicho trabajo se demostró que el 

NO media la formación de raíces laterales y adventicias promovida por el AIA producido 

por Azospirillum. En contraposición a estos resultados, Steenhoudt et al. (2001b) 

observaron menor capacidad de colonización de la rizósfera de arroz y trigo por una 
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mutante espontánea de A. brasilense Sp245 deficiente en actividades nitrato reductasa 

periplásmica Nap y asimilatoria Nar. Por lo tanto, en las condiciones ensayadas y con la 

metodología empleada para evaluar la colonización en esta tesis (UFC y microscopía de 

fluorescencia), la deficiencia en la síntesis de auxinas como la falta de actividad Nap no 

afectaría la formación de biopelícula y la colonización de las raíces de plántulas de tomate. 

Sin embargo, no puede descartarse la presencia de otros factores liberados por la planta 

que puedan estar influenciando la colonización, como los exudados de las raíces 

(Lugtenberg et al. 1999). 

 

 En resumen, los resultados obtenidos en este capítulo, permiten consolidar al NO 

como participante clave en la formación de la biopelícula por A. brasilense. Además, se 

presentan evidencias de que el AIA exógeno disminuye la formación de biopelícula 

indirectamente, posiblemente afectando la síntesis de NO. Por otro lado, los resultados 

sugieren una interacción entre AIA y NO, donde la síntesis de NO es afectada por la 

presencia de AIA, y el agregado de NO disminuye el contenido de AIA en biopelículas de 

Azospirillum.  
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Introducción y objetivos 
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 La salinización del suelo y del agua es uno de los problemas medioambientales más 

antiguos y serios en el mundo, que afecta a más de 830 millones de hectáreas en más de 

100 países (Martinez-Beltran y Manzur 2005). Argentina es el tercer país en el mundo con 

áreas extensamente salinizadas luego de Rusia y Australia (Puchulu 2008). La salinización 

se produce mayormente en regiones áridas y semiáridas (FAO, 2002). Uno de los aspectos 

más característicos de los suelos con exceso de sodio es la compactación, donde estos se 

convierten en duros, secos e impermeables debido a la dispersión de arcilla y de la 

materia orgánica. Esto afecta el crecimiento y desarrollo de muchas especies vegetales, así 

como también el rendimiento de los cultivos (Sánchez et al. 2014). La aplicación de PGPR 

para disminuir los efectos nocivos ocasionados por diferentes tipos de estrés ha sido 

ampliamente reportada (Dimkpa et al. 2009; Gururani et al. 2013; Rojas-Tapias et al. 2012; 

Yang et al. 2009; Yousefi et al. 2017). Particularmente para el estrés salino, se ha 

demostrado que la inoculación con PGPR tiende a mejorar la eficiencia del uso del agua y 

la absorción de nutrientes, lo que conlleva a un mejor crecimiento de las raíces y de la 

planta en general (Qurashi y Sabri 2012). En este sentido, la inoculación con Azopirillum 

brasilense para mitigar los efectos del estrés salino sobre especies de importancia 

agronómica ha sido estudiada, obteniéndose resultados favorables (Barassi et al. 2006; 

Creus et al. 1997; Fasciglione et al. 2015; Khalid et al. 2017). Para que A. brasilense pueda 

ejercer su efecto benéfico y/o protector sobre la planta es necesaria una efectiva 

adhesión a la raíz y la posterior colonización formando una biopelícula. El establecimiento 

de la biopelícula sobre la raíz proporciona protección frente a la ocurrencia de estrés 

ambiental, disminuyendo la capacidad de competencia microbiana, y afectando 

positivamente a la planta hospedante en lo concerniente a su crecimiento, y a nivel de 

cultivos aumentando el rendimiento y la calidad de éstos (Ramey et al. 2004) 

 En Azospirillum el proceso de adhesión a la raíz involucra dos pasos: el primero es 

una adsorción rápida, débil y reversible que depende de proteínas de la superficie. El 

segundo es el anclaje irreversible de la bacteria a la raíz, en el cual están involucrados 

exopolisacáridos bacterianos (Michiels et al. 1991). Estudios realizados por Jofré et al. 

(1998) demostraron que la adhesión de Azospirillum a raíces de plantas de maíz y trigo se 
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veía alterada cuando la bacteria crecía en condiciones de salinidad. Por otro lado, se ha 

visto que la agregación bacteriana se encuentra afectada por la presencia de sal en el 

medio (Chowdhury et al. 2007). La capacidad de Azospirillum para formar biopelícula en 

condiciones de salinidad como estrategia para sobrevivir en la rizosfera y colonizar las 

raíces, resulta de interés debido al uso de estas bacterias como inoculantes para mejorar 

la tolerancia de las plantas a la salinidad.   

 En Argentina, el Instituto de Microbiología y Zoología Agrícola del INTA desarrolló 

un intenso programa para seleccionar e identificar cepas de Azospirillum sp. 

potencialmente aplicables en la agricultura. Considerando los antecedentes generados por 

este programa, se estableció que la cepa nativa Az39 de A. brasilense es la estirpe 

recomendable para la fabricación de inoculantes, destinados inicialmente a los cultivos de 

maíz y trigo en la República Argentina (Cassán et al. 2015). La misma fue adoptada 

mayoritariamente por las empresas de inoculantes para cultivos. Por esta razón, se 

decidió incorporar esta cepa al estudio de la respuesta a la salinidad y la formación de 

biopelícula por A. brasilense.   

 

Objetivo general 

 Investigar la capacidad de A. brasilense de formar biopelícula en condiciones de 

salinidad y la participación del AIA y NO en este proceso. 

 

Objetivos específicos 

 1- Estudiar el crecimiento en placa de las cepas de A. brasilense: a) Sp245 (salvaje); 

b) Faj164 (mutante isogénica NapA, nitrato reductasa periplasmica negativa); c) Faj 009 

(mutante isogénica de la Sp245 en la piruvato decarboxilasa (ipdC) y d) Az39, frente a 

distintas concentraciones de cloruro de sodio.  

 

 2- Analizar la formación de biopelícula in vitro por las cepas de A. brasilense 

mencionadas en presencia de cloruro de sodio. 
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 3- Determinar si la presencia de sal en el medio afecta la producción de AIA y NO 

por A. brasilense. 
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Materiales y métodos 
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1- Crecimiento en placa Rojo Congo con 0, 200, 300 y 350mM NaCl 

 Los precultivos en medio LB fueron iniciados a partir de 1 o 2 colonias de las cepas 

a utilizar, se llevaron a agitación por 16 hs a 100 rpm. Por cada cepa se realizaron dos 

replicas biológicas. Se ajustó a una DO540mm de 1, se realizaron diluciones seriadas (10 -1 

hasta 10 -10) en buffer fosfato. Se colocaron 10 µl de cada dilución (gota) en placa 

conteniendo ARC suplementado con 0, 200, 300 o 350 mM de NaCl. Las placas fueron 

incubadas a 32°C durante 4-5 días. Las bacterias viables de cada placa fueron enumeradas 

para calcular las UFC en cada condición (Herigstad et al. 2001). 

 

2- Formación de biopelícula 

 Los precultivos en LB se iniciaron a partir de 1 o 2 colonias de las cepas de A. 

brasilense a utilizar, y se incubaron en agitación por 16 hs a 100 rpm. Se ajustaron DO en 

buffer fosfato a 2, se diluyeron 1/100 en medio fresco Nfb o Nfb suplementado con NaCl. 

200 µl de cada dilución fueron colocados en la placa de 96 pocillos incubada sin agitación 

a 32°C durante 2 días. Se determinó el crecimiento total y la formación de biopelícula 

como se describe en materiales y métodos del capítulo 1. 

3- Determinación del contenido de nitritos y auxinas en la biopelícula 

 El contenido de nitritos y auxinas en el sobrenadante de la biopelícula se 

determinó como se describe en la sección de materiales y métodos en el capítulo 1. 
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Crecimiento de A. brasilense frente a distintas concentraciones de NaCl 

 Con el objetivo de estudiar la capacidad de A. brasilense Sp245 y Az39 de crecer en 

distintas concentraciones de cloruro de sodio, se determinó el crecimiento en placa de 

Petri con ARC suplementado con 0, 200, 300 o 350 mM de NaCl. En este caso también se 

utilizaron las cepas mutantes Faj009 y Faj164 para establecer si el AIA o el NO están 

implicados en la respuesta frente a condiciones de salinidad. Como puede observarse en 

la figura 2.1, 200 mM de NaCl no afectó el crecimiento de las cepas de A. brasilense 

mientras que 300 mM lo disminuyó en Sp245, Faj164 y Faj009 pero no en Az39. En 350 

mM todas las cepas bajaron el número de UFC, sin embargo podemos destacar que Az39 

mostró mayor resistencia a esta condición, y que las cepas más afectadas fueron Sp245 y 

Faj164, y en menor medida Faj009.  
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Crecimiento estático y formación de biopelícula en condiciones de salinidad 

 Se analizó el crecimiento estático y la formación de biopelícula de A. brasilense 

Sp245, Faj164, Faj009 y Az39 en estrés salino. Para ello, las cepas se crecieron en Nfb 

nitrato suplementado con 300 mM de NaCl durante dos días. Al igual que en el caso del 

crecimiento en placa ARC, 300 mM de NaCl disminuyó el crecimiento de Sp245, Faj009 y 

Figura 2.1: Crecimiento de A. 
brasilense en distintas 
concentraciones de NaCl. Las 
cepas de A. brasilense fueron 
crecidas en medio RC 
suplementado con 200, 300 ó 
350 mM de NaCl y se 
determinaron las UFC.ml

-1
. Se 

muestra el Log de las UFC.ml-1 
promedio de 3 ensayos 
independientes con 2 réplicas 
cada uno, y las barras indican los 
desvíos estándares. 
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Faj164 respecto de su control sin NaCl,  mientras que Az39 a esa concentración de NaCl no 

fue afectada, (Fig. 2.2 A).   

Las cepas Faj164 y Az39 mostraron los niveles más bajos de formación de 

biopelícula en condición control sin sal. En 300 mM de NaCl se observó un aumentó en la 

formación de biopelícula en todas las cepas respecto de su control sin sal (Fig. 2.2 B).  

 

Figura 2.2: Crecimiento estático y formación de biopelícula de A. brasilense en condiciones de salinidad. 
Sp245, Faj009, Faj164 y Az39, fueron crecidas en placa 96 pocillos sin agitación por 2 días en medio Nfb NO-

3 
más el agregado de 300 mM de NaCl. (A) Se determinó el crecimiento total (plantónicas más adheridas) por 
DO540nm y (B) la formación de biopelícula por CV. Los datos de CV están relativizados al crecimiento total. Se 
muestra la media con sus desvíos de 3 ensayos independientes con 3 replicas cada uno. A la derecha de la 
figura B se muestra una fotografía representativa de la tinción con CV. *Indica diferencias significativas 
respecto de su control basado en un test de t-Student (P<0,05). 
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Efecto del NaCl sobre la producción de nitritos y auxinas en la biopelícula 

 Para evaluar si la presencia de alta concentración de NaCl aumenta la formación de 

biopelícula por un incremento en la producción de NO se determinó la producción de 

nitritos (como medida indirecta de NO) en los sobrenadantes de las biopelículas. En las 

cepas Sp245, Faj009 y Az39 la adición de 300 mM de NaCl al medio de cultivo produjo un 

aumento significativo de la producción de nitritos (Fig. 2.3). La cepa Faj164 no mostró 

producción de nitritos en condiciones control, sin embargo en presencia de NaCl pudo 

observarse un leve aumento del contenido de nitritos (Fig. 2.3).  
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Figura 2.3: Producción de nitrito en la biopelícula de A. brasilense en condiciones de salinidad. Se 
determinó la producción de nitritos en el sobrenadante de la biopelícula de Sp245, Faj009, Faj164 y Az39 a 
los dos días en medio Nfb NO3 suplementado con 300 mM NaCl. Los valores obtenidos fueron normalizados 
en relación al crecimiento total (DO 540nm). Los valores corresponden a las medias y los desvios estandares 
de 3 ensayos independientes, con 3 replicas cada uno. *Indica diferencias significativas respecto de su 
control basado en un test de t-Student (P<0,05). Nd; no detectado. 

 

 Por otro lado, también se estudió si la presencia de sal en el medio afecta la 

producción de AIA. Como se observa en la figura 2.4, 300 mM de NaCl disminuyó el 

contenido de AIA en la biopelícula de Sp245 y de Az39, mientras que en Faj164 lo 

aumentó.  
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Estos resultados indican que altas concentraciones de NaCl (300 mM) incrementan 

la formación de biopelícula, la producción de nitritos (NO) y modifican el contenido de AIA 

en A. brasilense.  
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Figura 2.4: Concentración de auxinas en la biopelícula de A. brasilense en condiciones de salinidad. Se 

determinó el contenido de auxinas (AIA) en el sobrenadante de las biopelículas de Sp245, Faj009, Faj164 y 

Az39 a los dos días mediante el método de Salkowski. Los valores obtenidos fueron normalizados en relación 

al crecimiento total (DO 540nm). Los valores corresponden a las medias y los desvios estandares de 3 ensayos 

independientes, con 3 replicas cada uno. *Indica diferencias significativas respecto de su control basado en 

test de Student (P<0,05).  
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 La inoculación de plantas con PGPR puede proporcionar una protección contra el 

estrés biótico, y aumentar la tolerancia frente a estreses abióticos tales como la sequía, la 

salinidad y la toxicidad de metales pesados (Dimkpa et al. 2009). Azospirillum es capaz de 

mitigar el estrés salino, hídrico y osmótico en diferentes especies vegetales (Barassi et al. 

2006; Casanovas et al. 2002; Cassán et al. 2009a; Creus et al. 2004; Hamaoui et al. 2001). 

Sin embargo, se ha demostrado que en Azospirillum, altos niveles de salinidad afectan el 

crecimiento, la fijación de nitrógeno (Tripathi et al. 2002) y también la adhesión a raíces 

de maíz y trigo (Jofré et al. 1998). La formación de biopelícula representa una solución 

óptima para colonizar nichos y sobrevivir aún en condiciones desfavorables como la baja 

disponibilidad de nutrientes, la desecación, condiciones de bajos pH, etc (Rinaudi y 

Giordano 2010). 

  En esta Tesis se estudió la capacidad de A. brasilense de sobrevivir y formar 

biopelícula en condiciones de alta salinidad, en relación a la producción de AIA y NO 

durante este proceso.  

 En primer lugar se analizó el crecimiento de las diferentes cepas de A. brasilense 

Sp245 en placa de Petri. Una concentración moderada de sal como es 200 mM de NaCl no 

afectó el crecimiento de ninguna de las cepas estudiadas, sin embargo a mayores 

concentraciones, 300 y 350 mM de NaCl, la cepa Sp245 y sus mutantes disminuyeron su 

crecimiento. Interesantemente, Az39 mostró una mayor tolerancia a condiciones de alta 

salinidad (Fig. 2.1). Resultados similares obtuvo Rivarola et al. (1998) donde se muestra 

que 200 mM NaCl no afectó el crecimiento de A. brasilense Cd pero 300 mM NaCl lo 

disminuyó en un 60%. La tolerancia a la salinidad de Azospirillum varía según la cepa. 

Algunos autores sugieren que en Azospirillum la tolerancia a la salinidad es especie-

específica y otros que es cepa específica y depende de la salinidad del hábitat de donde 

fue aislada (Tripathi et al. 1998). Nuestros resultados muestran una respuesta diferencial 

ante la condición salinidad entre A. brasilense Sp245 y Az39. Estos resultados reafirman la 

elección de la cepa Az39 que fue considerada la de mejor performance para la inoculación 

de cultivos en diferentes regiones agroecológicas de nuestro país (Cassán et al. 2015). 
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 Una de las estrategias que adoptan las bacterias frente a variaciones en la salinidad 

del suelo es la acumulación de osmolitos como glicina betaina, prolina, iones de potasio, o 

trehalosa (Da Costa et al. 1998; Fernandez-Aunión et al. 2010). Otras producen cambios 

en los componentes de la superficie celular como en sus EPS y LPS (Chowdhury et al. 2007; 

Jofré et al. 1998), y también en la variación en su capacidad de formación de biopelícula 

(Qurashi y Sabri 2012). Como se describió en el capítulo 1 de esta tesis, en medios con 

nitrato, Azospirillum forma biopelícula mostrando la cepa Sp245 la mayor formación de 

biopelícula que las cepas mutantes Faj164 y Faj009. Asimismo, Az39 formó menos 

biopelícula que Sp245 (Fig. 2.2 B). La cepa Az39 tiene una Nap funcional (Perrig 2015, 

comunicación personal y Fig. 2.3) por lo que estas diferencias no pueden ser atribuidas a 

la ausencia de NO (Cap. 1). Sin embargo por ser cepas diferentes de A. brasilense podrían 

tener distinta capacidad de formar biopelícula en las condiciones ensayadas. Se ha 

descripto que cepas de A. brasilense difieren entre sí en varios aspectos relacionados a la 

promoción del crecimiento, como la producción de auxinas, etileno, giberilinas y 

poliaminas, entre otros (Perrig et al. 2007). 

 Por otro lado, una alta condición de salinidad (300 mM NaCl) provocó que todas las 

cepas de Azospirillum en estudio formaran una mayor cantidad de biopelícula (Fig.2.2 B). 

Es importante notar que la formación de biopelícula fue promovida a una concentración 

de sal que afecta el crecimiento. Este resultado sugiere que la formación de la biopelícula 

está asociada a un mecanismo de protección, que le permite a la bacteria sobrevivir en 

ambientes adversos. 

 Se sabe que la formación de biopelícula en A. brasilense esta mediada por NO 

(Arruebarrena Di Palma et al. 2013), el análisis de la producción de nitritos (como medida 

indirecta de NO) mostró que frente a condiciones de salinidad existe un aumento de la 

producción de nitritos (NO) (Fig. 2.3). El aumento en la producción de nitritos y de NO, y la 

consecuente formación de biopelícula podría ser una respuesta de A. brasilense a una 

condición de estrés como es la exposición a una alta concentración de sal. Además de ser 

el NO una molécula señal en la formación y/o dispersión de la biopelículas en bacterias, 

también se lo ha vinculado a la respuesta al estrés. En B. subtilis se ha demostrado que 
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tanto el NO endógeno como el exógeno protege la célula contra el daño oxidativo, 

activando catalasas para detoxificar el exceso de especies reactivas de oxigeno (Gusarov y 

Nudler 2005). Por otro lado, en plantas, se sabe que el NO actúa como una molécula señal 

en la respuesta a NaCl, aumentando la actividad de enzimas antioxidantes, y la expresión 

de genes específicos de resistencia a salinidad (Arasimowicz y Floryszak-Wieczorek 2007). 

Sin embargo, que la cepa Faj164 forme igual cantidad de biopelícula que la cepa salvaje en 

condiciones de salinidad sugiere que otro/s mecanismos de respuestas independientes de 

la producción de NO actuarían en la regulación de la formación de biopelícula frente a 

condiciones de estrés. Por ejemplo, ha sido reportado que la producción de EPS tiene un 

rol significativo en la protección de las células bajo estrés salino (Arora et al. 2010), y que 

una mayor producción de EPS permite el desarrollo de una biopelícula más estable 

(Qurashi y Sabri 2012). Si bien en esta tesis no se determinó el contenido de EPS, está 

descripto que en presencia de estrés salino A. brasilense Cd aumenta la producción de EPS 

y la formación de agregados, lo que le confiere mayor adaptación a las condiciones de 

salinidad (Chowdhury et al. 2007).  

 Por otro lado, que la cepa Faj009, deficiente en la producción de auxinas, se 

comporte de manera similar a la salvaje, permite concluir que la mutación ipdC – de A. 

brasilense no afecta la formación de biopelícula y la producción de nitritos en condiciones 

de estrés salino. Sin embargo, se pudo observar que el agregado de 300 mM NaCl sí afectó 

la síntesis de auxinas en la biopelícula Sp245, Az39 y Faj164 (Fig. 2.4). En este sentido, se 

ha reportado que diversos factores ambientales afectan la biosíntesis de AIA en 

Azospirillum. El estrés osmótico, el ácido abscísico y efectores de hongos fitopatógenos 

aumentan la síntesis de AIA, mientras que el estrés oxidativo, la salinidad y el metil 

jasmonato la disminuyen (Cassán et al. 2014). En concordancia con este reporte, una alta 

concentración de NaCl disminuyó el contenido de auxinas en la cepa Sp245 y Az39 (Fig. 

2.4). En este contexto, la biosíntesis de auxinas en Azospirillum parece depender de la 

concentración de NaCl en el medio, ya que bajos niveles de salinidad (menores a 100 mM 

NaCl) estimulan la producción de auxinas, mientras que mayores concentraciones la 

inhiben (Tripathi et al. 1998). En contraste a lo observado en las cepas salvajes Sp245 y 
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Az39, el agregado de 300 mM NaCl aumentó el contenido de auxinas en Faj164 la cepa 

mutante en la Nap (Fig. 2.4). Si bien no se han dilucidado los mecanismos por los cuales 

los distintos tipos de estrés modifican la síntesis de auxinas, en base a lo reportado en el 

capítulo 1 de esta tesis, se podría hipotetizar que la presencia de NaCl induce la 

producción de NO, y que este aumento produciría una disminución en la síntesis de AIA. 

En la cepa Faj164, debido a la ausencia o la baja producción de NO, estos mecanismos 

estarían desbalanceados encontrándose respuestas diferentes. En este sentido, se ha 

reportado que la cepa Faj164 posee mecanismos desbalanceados respecto de la cepa 

salvaje, en el proceso de adquisición de hierro y en la expresión de los genes vinculados al 

metabolismo del hierro, los cuales se ven afectados por la mutación nap- de A. brasilense 

(Arruebarrena Di Palma 2015). 

 Los resultados obtenidos en este capítulo permiten establecer que A. brasilense 

Sp245 y Az39 forman biopelícula como una estrategia para afrontar las condiciones de 

estrés salino. El rol del NO en este proceso no puede ser descartado ya que la presencia 

de NaCl aumenta significativamente la producción de nitritos. Sin embargo, los resultados 

obtenidos con la cepa Faj164 permiten suponer la existencia de otros mecanismos 

involucrados en la regulación de la formación de biopelícula bajo condiciones de estrés 

salino. 
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Capítulo 3 

 

 

 

 

 

Estudio de la interacción entre A. 

brasilense y P. protegens en la 

formación de biopelícula mixta. 
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Inoculantes bacterianos 

 Se definen a los inoculantes como insumos formulados con uno o varios 

microorganismos, que aplicados a los cultivos mejoran el crecimiento, estado sanitario y 

rendimiento de los cultivos. La aplicación práctica de bacterias vivas como inoculantes fue 

controvertida desde su inicio, ya que los resultados sobre los cultivos no siempre pueden 

ser predichos, y dependen de varios factores entre ellos ecológicos, climáticos y 

tecnológicos. El entender dichos factores y sus interacciones posibilitará el uso exitoso de 

esta tecnología.  

 PGPR pueden encuadrarse dentro de los siguientes tipos de acuerdo al efecto 

benéfico que presenten en la agricultura: a) Fitoestimulantes, estimulan la germinación 

de las semillas y el enraizamiento por la producción de reguladores del crecimiento, 

vitaminas y otras sustancias; b) Biofertilizantes, incrementan el suministro de los 

nutrimentos por su acción sobre los ciclos biogeoquímicos, tales como la fijación de N2, la 

solubilización de elementos minerales o la mineralización de compuestos orgánicos; c) 

Agentes de control biológico de patógenos, desarrollan fenómenos de antagonismo 

microbio-microbio; d) Biorremediadores, eliminan productos xenobióticos tales como 

pesticidas, herbicidas y fungicidas; y e) Mejoradores ecofisiológicos, incrementan la 

resistencia de las plantas al estrés tanto biótico como abiótico (Bowen y Rovira 1999; 

Grageda-Cabrera et al. 2012). 

La inoculación con más de una cepa bacteriana tiene como objetivo obtener mayor 

efecto positivo sobre la planta debido a la interacción sinérgica de las cepas. Sin embargo, 

puede ocurrir que las cepas que componen el inoculante compitan entre sí, y como 

consecuencia no ejerzan el efecto positivo esperado (Trabelsi y Mhamdi 2013).  

 El uso potencial de Azospirillum en inoculantes mixtos es prometedor (Cassán et al. 

2009b; Combes-Meynet et al. 2011; Singh et al. 2010). Por ejemplo, la co-inoculación de A. 

brasilense Az39 y la micorriza Glomus intraradices mejoró el crecimiento de arroz en 

condiciones de riego normal y de estrés hídrico (Ruíz-Sánchez et al. 2011); en tomate A. 

brasilense Sp7 y Glomus clarum o Glomus fasciculatum incrementaron el peso y el largo de 
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las raíces (Pulido et al. 2003), mientras que A. brasilense Az39 y Bradyrhizobium japonicum 

E109 promovieron la germinación, y el crecimiento de las plántulas en maíz y soja (Cassán 

et al. 2009b), sólo para mencionar algunos de los trabajos que muestran que la co-

inoculación de dos microorganismos es superadora de la inoculación simple. 

 

El género Pseudomonas  

 Pseudomonas es un género amplio y diverso integrado por bacilos Gram-negativos, 

generalmente aeróbicos y móviles por la presencia de un flagelo polar. A pesar de que 

algunas especies de Pseudomonas son patógenas de animales y plantas, muchas otras 

como las especies de pseudomonas fluorescentes (denominadas así por su capacidad de 

producir compuestos fluorescentes) son componentes notables de las rizósfera y de gran 

importancia agrícola debido a su acción como PGPR (Choudhary et al. 2009). Estas 

bacterias no sólo presentan una gran capacidad de protección de los cultivos mediante el 

biocontrol de diversos patógenos, sino que también fomentan el equilibrio y la sanidad del 

suelo con su potente capacidad solubilizadora de fósforo   odr   ue  y  ra a 1999). La 

capacidad biocontroladora de Pseudomonas fluorescens se basa generalmente en la 

secreción de compuestos antibióticos y antifúngicos difusibles, como fenazinas, 

fluoroglucinoles, pioluteolinas, pirrolnitrinas y lipopéptidos cíclicos, y volátiles como el 

cianuro de hidrógeno (Haas y Défago 2005). Además de estas características que las 

distinguen dentro del grupo de bacterias PGPR, algunas cepas son capaces de sintetizar 

AIA (Khakipour et al. 2008). Pseudomonas fluorescens coloniza las raíces de una amplia 

gama de especies vegetales, habitando principalmente los surcos de las células 

epidérmicas y el cuello de la raíz (Gamalero et al. 2004), aunque otras Pseudomonas 

pueden penetrar los espacios intercelulares de la epidermis y el córtex (Troxler et al. 

1997).  

 

 

 



 

84 

 

Interacción bacteriana 

 En la naturaleza, las bacterias existen en comunidades formadas por varias 

especies, y la señalización entre las células es parte de la dinámica de la comunidad 

(Egland et al. 2004). La mayoría de los estudios de interacción bacteriana se han enfocado 

en la comunicación célula-célula y se le ha dado menos importancia al contexto ecológico 

de por qué las bacterias producen moléculas señales y responden tanto a las señales 

intraespecíficas como a las interespecíficas (Crespi 2001). Entonces, compuestos 

secretados por las bacterias pueden actuar como moléculas señal alterando el desarrollo y 

el comportamiento de otras especies bacterianas que se encuentren en su entorno 

inmediato (Ryan y Dow 2008). En este contexto, ha sido demostrado que las distintas 

especies bacterianas dentro de una biopelícula interaccionan unas con otras de manera 

tanto positiva como negativa (Burmølle et al. 2006). Entre las interacciones positivas entre 

una o varias especies podemos mencionar la co-agregación de las células (Palmer Jr et al. 

2003; Rickard et al. 2003), la conjugación (Ghigo 2001) y la protección contra compuestos 

antimicrobianos (Lee et al. 2014) ya sea mediante la complementación enzimática (Shu et 

al. 2003) o bien mediante la organización espacial de las células dentro de la biopelícula 

(Leriche et al. 2003). Mientras que las interacciones negativas incluyen la producción de 

toxinas (Tait y Sutherland 2002) y la disminución del pH por alguna de las especies que 

perjudique el crecimiento de otra especie bacteriana (Burne y Marquis 2000). 

 

Interacción Azospirillum-Pseudomonas 

 Azospirillum y Pseudomonas son dos géneros importantes que habitan la rizósfera, 

y es de esperar que ambos microorganismos se encuentren en consorcios mixtos en la 

naturaleza. 

Como se mencionó previamente Pseudomonas produce una amplia gama de 

compuestos con actividad antimicrobiana (Keel et al. 1990). Esto hace suponer que 

cuando estas cepas interaccionan la secreción de estos compuestos por parte de 

Pseudomonas podría afectar negativamente el crecimiento y la proliferación de 
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Azospirillum. En este sentido, la interacción Azospirillum-Pseudomonas ha sido 

escasamente estudiada.  

Se ha reportado que la cepa de A. brasilense Cd es sensible a la adición del 

compuesto sintético DAPG in vitro, el cual induce la acumulación de carotenoides y 

gránulos de poli-β-hidroxibutirato, además de producir daño en la membrana e inhibición 

del crecimiento (Couillerot et al. 2011). Sin embargo, también se ha demostrado que el 

DAPG, a bajas concentraciones, puede tener efecto positivo sobre la formación de 

biopelícula y actuar como una señal induciendo genes relevantes en A. brasilense 

(Combes-Meynet et al. 2011). En este mismo trabajo, se muestra que la co-inoculación de 

maíz con A. brasilense Sp245 Rif y una cepa productora de DAPG P. fluorescens F113 

incrementan el volumen total de raíces, lo cual indicaría que existe una interacción 

positiva entre las dos cepas (Combes-Meynet et al. 2011). Sin embargo, en plantas de 

maíz inoculadas con microrrizas arbusculares, la población de Azospirillum en el suelo se 

vio disminuida cuando estas mismas plantas fueron inoculadas con Pseudomonas y/o 

Trichoderma, indicando un efecto negativo de estos microorganismos sobre Azospirillum 

(Vázquez et al. 2000). 

En base a los pocos estudios existentes, que además muestran resultados 

contradictorios, y a que ya existen disponibles en el mercado inoculantes que combinan 

ambos microorganismos, resulta de importancia estudiar la formación de biopelículas 

mixtas de Azospirillum y Pseudomonas. 

 

 

Objetivo general 

 Estudiar la interacción entre A. brasilense y P. protegens durante el crecimiento 

estático y evaluar la capacidad de ambas cepas de formar biopelículas mixtas.  
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Objetivos particulares 

 1- Evaluar el efecto de P. protegens CHA0 (ex fluorescens) sobre el crecimiento 

estático de A. brasilense Sp245 en cultivos mixtos. 

 2- Determinar la capacidad de A. brasilense Sp245 y P. protegens CHA0 de formar 

biopelículas mixtas in vitro.  

 3- Analizar la distribución espacial de A. brasilense Sp245 y P. protegens CHA0 en la 

biopelícula mixta mediante microscopia confocal. 

 4- Analizar la capacidad de A. brasilense Sp245 y P. protegens CHA0 de colonizar y 

formar biopelículas sobre raíces de tomate mediante microscopia confocal.  

 5- Estudiar el efecto de P. protegens CHA0 sobre el desarrollo y morfología de las 

colonias de A. brasilense Sp245 en placa de Petri. 
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Material biológico y condiciones de cultivo 

 Se utilizaron cepas fluorescentes derivadas de A. brasilense Sp245 y P. protegens 

CHA0. Las cepas fueron obtenidas introduciendo el plásmido pMP2444 (Gmr, Ptac-egfp) en 

Sp245 por conjugación biparental (Arruebarrena Di Palma et al. 2013) o el plásmido 

pME7134 (Tcr, Ptac-dsRed) en CHA0, por electroporación. El plásmido pME7134 fue 

construido de la siguiente manera: un fragmento de 0.7 kb conteniendo el gen dsred 

T4_S4T fue digerido con enzimas de restricción SmaI-Hind III del plásmido pDsRed T3_S4T 

(Sörensen et al. 2003) y luego fue clonado bajo el control del promotor Ptac en el 

plásmido pME6552 (Wenner et al. 2014). Posteriormente un fragmento de 1.5 kb 

conteniendo la fusión Ptac-dsred.T3_S4T fue digerido con las enzimas de restricción MluI-

HindIII y subclonado en pME6031 (Heeb et al. 2000) para dar origen al plásmido pME7134. 

Este plásmido fue cedido por el Dr. Christoph Keel de la Universidad de Lausanne, 

Bâtiment.  

 Azospirillum brasilense Sp245/pMP2444 y Pseudomonas protegens 

CHA0/pME7134 fueron crecidas en medio LB durante 18 hs a 32°C en agitación (100 rpm). 

Cuando fue necesario se agregó Gentamicina 25 µg mL-1 al cultivo de A. brasilense y 

Tetraciclina 125 µg ml-1, al de P. protegens. Para los ensayos de crecimiento estático, 

biopelícula y morfología de la colonia, se utilizó medio Nfb como se indica en Döbereiner y 

Day (1976), adicionado con 13,8 mM KNO-
3 como fuente de N y enriquecido con 0,17 mM 

FeCl3 y 0,015 mM Fe-EDTA (NNF). Para los ensayos en los que se utilizó medio agotado, las 

bacterias fueron crecidas por 18 hs o por 3 días en NNF sin antibiótico. Los cultivos se 

centrifugaron 10 min a 4000 g y el sobrenadante fue filtrado con filtro estéril de poro de 

0,22 µm. Para determinar los cambios en el pH se agregó al medio de cultivo Azul de 

bromotimol 0,5% p/v. 

 
Crecimiento total y cuantificación de la formación de biopelícula 

 El crecimiento estático de Sp245/pMP2444 y CHA0/pME7134 fue analizado en 

placa de 96 pocillos de fondo plano (Deltalab). Los cultivos simples (una sola cepa) fueron 

iniciados con 200 µl de medio fresco NNF conteniendo 105 bacterias.ml-1, estimado por la 
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medición de su densidad óptica (DO540nm, Spectra MR; Dynex Technologies). Los cultivos 

mixtos (dos cepas) fueron iniciados con 5.104 bacterias de cada cultivo en un total de 200 

µl, de manera de alcanzar una concentración total final de 105 bacterias.ml-1.  

 Con el fin de evaluar diferentes densidades celulares de A. brasilense en cultivos 

mixtos se iniciaron también cultivos estáticos con 104 o 106 bacterias.ml-1 de Sp245, 

manteniendo constante la cantidad de P. protegens en 105 bacterias.ml-1. Para los ensayos 

de medio agotado y filtrado, 100 µl de medio (NNF) agotado y filtrado en donde CHA0 fue 

crecida en las condiciones descriptas más arriba, fueron agregados a 100 µl de medio 

fresco NNF conteniendo 5.104 bacterias.ml-1 de Sp245. La combinación opuesta se realizó 

de la misma manera. Las placas fueron incubadas por 2 días a 32°C sin agitación. 

 Para cuantificar el crecimiento total, se despegó la biopelícula de los pocillos en 

forma mecánica utilizando una micropipeta y mezclándolas de esta forma con células 

plantónicas, determinando sobre estas mezclas la DO540nm y su fluorescencia por dsRed 

gfp y (ABI 7500 en modo fluorómetro: Ex: 538 nm, Em: 605 nm para CHA0/pME7134 y Ex: 

460, Em: 525nm para Sp245/pMP2444).  

 La cuantificación de las células adheridas se realizó determinando la DO540nm y la 

fluorescencia, luego de descartar las células planctónicas de pocillos repetidos. El 

porcentaje de biopelícula fue calculado como células adheridas/células totales x 100. Por 

otro lado, la biopelícula también fue cuantificada por CV (DO590nm) y normalizando su valor 

de DO por el crecimiento total (DO540nm), como se describe en materiales y métodos del 

capítulo 1.  

 

Determinación de UFC a partir de valores de fluorescencia 

 Se registraron los valores de fluorescencia y se calcularon las UFC.ml-1 para 

diluciones seriadas de cultivos de Sp245/pMP2444 y CHA0/pME7134. La correlación entre 

los valores de fluorescencia y UFC.ml-1 fue determinada a través de una regresión lineal, 

utilizando el software el Graphpad Prism 5.03 (Sp245/pMP2444 R2: 0,9869 y 

CHA0/pME7134 R2: 0,9855). En los ensayos, los valores de UFC.ml-1 fueron estimados por 

interpolación de los valores de fluorescencia en la curva (Fig. 3.1). Para asegurar la 
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correspondencia entre los valores de fluorescencia y las UFC.ml-1, se realizaron en los 

primeros ensayos, recuentos en placa por el método de la gota en medio NNF 

suplementado con 25 µg ml-1 Gm o 125 µg ml-1 Tc para Sp245/pMP2444 o 

CHA0/pME7134, respectivamente.  
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Figura 3.1: Regresión lineal entre valores de fluorescencia y UFC.ml-1. Se registró la fluorescencia para 
diluciones seriadas de cultivos de A. brasilense/pMP2444 (A) y P. protegens/pME7134 (B), paralelamente se 
determinaron las UFC.ml-1 de las mismas muestras. Se calculó la regresión lineal entre ambos parámetros 
para cada cepa.  
 

 Los controles de cruzamiento de fluorescencia se realizaron registrando los valores 

de fluorescencia roja (Ex: 538 nm, Em: 605 nm) y verde (Ex: 460nm, Em: 525nm) para cada 

cepa. Debido a que se registró cruzamiento en CHA0/pME7134, los valores de 

fluorescencia verde registrados para los cultivos mixtos fueron corregidos de la siguiente 

manera: se realizó una curva de regresión entre valores de fluorescencia verde y roja 

obtenida para diferentes concentraciones de CHA0/pME7134. Los valores de 

fluorescencia verde obtenidos de la curva correspondiente al cruzamiento, fueron 

restados de los valores de fluorescencia verde de los cultivos mixtos. 

 

Análisis de la morfología de las colonias 

 Cultivos de Sp245 y CHA0 fueron crecidos por 18 hs en LB en agitación (100 rpm) a 

32°C y llevados a 108 bacterias.ml-1 y 109 bacterias.ml-1, respectivamente. Diluciones 

seriadas de cada cepa fueron sembradas sobre placas con NNF (control) o NNF 
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previamente inoculadas con 1ml de un césped de Sp245 o CHA0, o 1 ml de medio agotado 

y filtrado. La morfología de las colonias fue analizada mediante lupa óptica. 

 

Microscopía confocal de fluorescencia 

 Se colocaron porta-objetos recubiertos con poliestireno dentro de tubos de ensayo 

que contenían 3 ml de NNF. Se inoculó este medio con 105 células de Sp245/pMP2444, 105 

células de CHA0/pME7134, o una combinación de ambas (cultivos mixtos, UFC.mL-1 final 

de 105). Los tubos fueron incubados por 2 días a 32°C sin agitación. Transcurrido el 

periodo mencionado, los porta-objetos fueron retirados y lavados suavemente (3 veces) 

con agua destilada estéril. La biopelícula formada en la zona de la interfase aire-líquido 

fue directamente observada con un microscopio láser confocal Nikon C1. 

                               

Esquema del dispositivo experimental utilizado para los ensayos de microscopia confocal. El recuadro rojo 

muestra la zona de la interfase aire-líquido donde se observó la biopelícula.  

 

Cepas utilizadas para los ensayos de colonización de raíces 

 Para estos ensayos se utilizaron otras construcciones de las cepas, de manera de 

optimizar la visualización de las bacterias al microscopio. Se utilizó la cepa 

Sp245/pME7134 que expresa constitutivamente dsRed (ver materiales y métodos capítulo 

1). P. protegens CHA0 fue transformada por conjugación con el plásmido pMP4566 Tcr, 

Ptac-egfp, que expresa constitutivamente proteína verde fluorescente GFP cedido por el 

Dr. Claudio Valverde.  
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Ensayos de formación de biopelículas sobre raíces 

 Semillas de tomate variedad ACE 55 fueron desinfectadas superficialmente con 

hipoclorito de sodio 50% V/V durante 4 min. Luego fueron enjuagadas con abundante agua 

estéril. Posteriormente fueron colocadas en placas con Phytagel 0,6% (SIGMA) e 

incubadas en cámara a 25°C con período de luz de 16 hs, durante7 días. Pasado dicho 

período, las plántulas fueron retiradas y colocadas en tubos de ensayos que contenían 3 

ml de agua con: 105 células de Sp245/ pME7134 (dsRED) o 105 células de CHA0/pMP4566 

(GFP), o una combinación de 5.104 células de cada cepa (co-inoculación). Luego de dos 

días se retiraron las raíces, se lavaron con agua destilada y se observaron al microscopio 

láser confocal Nikon C1. GFP y DsRed fueron excitadas 488 y 543nm, y detectadas a 550-

650nm y 650-750nm, respectivamente. Las imágenes fueron analizadas mediante el 

software Nikon EZ-C1 Freeviewer.  

 

Cálculo de UFC.g-1 de peso fresco de raíz: se pesaron 0,05 g de raíz y se colocaron en 450 

µl de buffer fosfato, se homogeneizaron triturándolas con embolo de teflón y se 

realizaron diluciones seriadas. Se sembraron 10 µl de cada dilución en una placa ARC con 

los correspondientes antibióticos: para Sp245 Tc 20 mg/ml, para CHA0 Tc 125 mg/ml. Para 

CHA0 en combinación con Sp245 se utilizó Tc 125 mg/ml ya que Sp245/pME7134 es 

incapaz de crecer a esa concentración de antibiótico. Para Sp245 en combinación con 

CHA0 se incubó la placa a 40°C, ya que CHA0 a dicha temperatura retrasa marcadamente 

su crecimiento en 2 días de cultivo, lo que permite contar las colonias de Sp245 que sí 

crecen satisfactoriamente a dicha temperatura. Todas las placas (excepto la mencionadas 

anteriormente) se incubaron a 32°C durante 4-5 días.  
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Efecto de la co-inoculación de A. brasilense y P. protegens sobre el crecimiento 

 Se determinó el efecto de la co-inoculación sobre el crecimiento de las cepas A. 

brasilense Sp245 pMP2444 y P. protegens CHA0 pME7134. El crecimiento estático de 

ambas cepas fue mayor cuando crecieron juntas respecto al crecimiento por separado 

(Fig. 3.2 A). Además, las UFC.ml-1 estimadas a través de la medición de la fluorescencia, 

fueron 2 veces mayor, tanto para A. brasilense como para P. protegens, respecto del 

cultivo simple de cada cepa (Fig. 3.2 B y C). También se estudió el crecimiento de Sp245 en 

presencia de medio de cultivo agotado y filtrado de CHA0 (Fig. 3.2 B), y el crecimiento de 

CHA0 en medio agotado y filtrado de Sp245 (Fig. 3.2 C). El medio agotado y libre de cada 

cepa fue suficiente para promover el crecimiento de la otra cepa (Fig. 3.2 B y C). Estos 

resultados sugieren que cada cepa produce y libera al medio algún factor y/o metabolito 

que favorece el crecimiento de la otra.  
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Figura 3.2: Crecimiento estático de cultivos simples o mixtos de A. brasilense Sp245 y P. protegens CHA0. 
A. brasilense Sp245 y P. protegens CHA0 fueron crecidas en placa de 96 pocillos en medio NNF durante 2 
días ó con medio de cultivo agotado y filtrado de CHA0 (Sp245+CHA0 medio (B)) o de Sp245 (CHA0+Sp245 
medio (C)). El crecimiento total (células plantónicas más adheridas) fue determinado por densidad óptica a 
DO540nm (A) y por fluorescencia verde (GFP) de Sp245 (B) y roja (dsRed) de CHA0(C). Las UFC.ml-1 fueron 
obtenidas mediante una regresión lineal con valores de fluorescencia para cada cepa. Se muestra la media 
con sus desvíos de 3 ensayos independientes con 3 replicas cada uno. Los resultados fueron analizados 
mediante ANOVA y posterior test de Tukey. *indica diferencias significativas (P<0,05). 
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  Por otro lado, se evaluó si el incremento en las UFC observado en los cultivos 

mixtos fue dependiente del número de bacterias de A. brasilense. Para ello, los co-cultivos 

se iniciaron con distintas concentraciones de A. brasilense junto a una concentración 

constante de P. protegens. En este caso, un inóculo inicial de 104 o 105 UFC.ml-1 de Sp245 

con 105 UFC.ml-1 de CHA0 fue suficiente para que el crecimiento de cada cepa se 

incrementara en el cultivo mixto (Fig. 3.2; 3.3 A y C). Sin embargo, cuando el número 

inicial de Sp245 fue de 106 UFC.ml-1 el crecimiento total en los cultivos mixtos no difirió 

significativamente del control (Fig. 3.3 B). Por lo tanto, sería necesario una determinada 

concentración de A. brasilense y P. protegens en los inóculos iniciales para que se 

promueva el crecimiento en los cultivos mixtos. 

 Dado que una posibilidad es que en el co-cultivo se produzcan cambios en el pH 

que modifiquen el crecimiento de las bacterias, se investigó si el pH del co-cultivo variaba 

respecto del de los cultivos simples. Para ello se agregó azul de bromotimol al medio, un 

indicador colorimétrico de variaciones de pH y se determinó la absorbancia. Como puede 

verse en la figura 3.3 D, la absorbancia a 650nm fue similar para los cultivos, indicando 

que el pH de los co-cultivos fue similar al de los cultivos simples.  
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Figura 3.3: Efecto de distintas concentraciones de A. brasilense sobre el crecimiento en cultivos mixtos de 

A. brasilense Sp245 y P. protegens CHA0. Los cultivos fueron iniciados con diferente número de bacterias 

de Sp245. Las cepas fueron crecidas en placa de 96 pocillos en medio NNF durante 2 días. El crecimiento 
total (células plantónicas más adheridas) fue determinado por fluorescencia verde (GFP) de Sp245 (A y B) y 
roja (dsRed) de CHA0(C). Las UFC.ml-1 fueron obtenidas mediante una regresión lineal con valores de 
fluorescencia para cada cepa (ver materiales y métodos). Se registró la absorbancia de los cultivos simples o 
mixtos con el agregado de azul de bromotimol (D).Se muestra la media con sus desvíos de 3 ensayos 
independientes con 3 réplicas cada uno. Los resultados fueron analizados mediante ANOVA y posterior test 
de Tukey. * indican diferencias significativas (P<0,05). 
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Formación de biopelícula mixta entre A. brasilense y P. protegens  

 Paralelamente a la cuantificación del crecimiento, se determinó capacidad de A. 

brasilense de formar in vitro biopelículas mixtas con P. protegenes. Inicialmente se analizó 

la formación de biopelícula mediante CV. La cantidad de biopelícula formada en cultivos 

individuales fue significativamente menor respecto de la cantidad de biopelícula formada 

en cultivos mixtos (Fig. 3.4 A). Para establecer la contribución de cada cepa a este 

aumento en la biopelícula, se estudió la formación de biopelícula por fluorescencia. Pudo 

observarse que A. brasilense incrementó 2 veces el porcentaje de biopelícula formada en 

cultivos mixtos, mientras que en P. protegens no se observaron diferencias respecto de su 

cultivo simple (Fig. 3.4 B). Llamativamente, la observación de los pocillos teñidos con CV 

mostró que en los cultivos simples A. brasilense Sp245 se ubicó en el fondo y en las 

paredes cerca del fondo del pocillo, mientras que P. protegens CHA0 se ubicó más hacia 

arriba, sobre las paredes en la interfase aire líquido (Fig. 3.4 C). Sin embargo cuando 

ambas cepas crecieron juntas (co-cultivo), se cubrió todo el pocillo, tanto el fondo como 

las paredes (Fig. 3.4 C, Sp245+CHA0). Esto sugiere que ambas cepas estarían ocupando 

distintas zonas dentro del pocillo, con lo cual en los cultivos mixtos, la formación de la 

biopelícula podría favorecerse debido a que las cepas ocupan zonas específicas o 

exclusivas en el pocillo.  
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Figura 3.4: Formación de biopelícula simples y mixtas de A. brasilense Sp245 y P. protegens CHA0. A. 

brasilense Sp245 y P. protegens CHA0 fueron crecidas en placa de 96 pocillos en medio NNF durante 2 días. 
La formación de biopelícula se determinó por CV (A) y por fluorescencia (% de células adheridas sobre 
células totales) (B). Fotografía representativa de los pocillos de crecimiento de Sp245, CHA0 o Sp245+CHA0 
teñidos con CV (C). Los resultados fueron analizados mediante ANOVA y posterior test de Tukey. * y ** 
indican diferencias significativas (P<0,05).  

 

 Sin embargo, cuando se estudió la distribución de las cepas y la estructura de la 

biopelícula mediante microscopia confocal, los resultados revelaron una exclusión parcial 

de las cepas. En este punto es importante destacar que la mayor formación de biopelícula 

se observó en la interface aire-líquido, razón por la cual fue esta la zona estudiada por 

microscopía confocal. Las imágenes obtenidas mostraron la formación de una biopelícula 

mixta que tenía una estructura de múltiples capas, con un espesor promedio de 200 ± 15 

µm y una distribución particular dentro de la biopelícula (Fig. 3.5). Se observó que Sp245 

se ubicó principalmente en las capas inferiores en contacto con el porta-objeto, mientras 

que CHA0 lo hizo hacia la superficie de la biopelícula, en contacto con el medio líquido 

(Fig. 3.5 A y B). Sin embargo, también pudo verse una pequeña porción de células de 

Sp245 localizadas cerca de la superficie (Fig. 3.5 A y B). Se destacó una zona oscura en 
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medio de ambas capas bacterianas, lo cual podría estar indicando la presencia de células 

muertas (Fig. 3.5 B).  

 Por otra parte, también se analizaron las biopelículas en los cultivos simples. En el 

caso de Sp245 la biopelícula formada tuvo un espesor aproximado de 25µm (Fig. 3.5 D), 

mientras que la biopelícula de CHA0 fue llamativamente mayor con un espesor de 600µm 

formada por capas homogéneas con una alta densidad de células hacia el fondo (no 

mostrado) y una estructura esponjosa con canales en las capas más cercanas a la 

superficie (Fig. 3.5 C). Cabe destacar que durante los pasos de lavados, pudo observarse 

que la biopelícula simple de Sp245 estaba débilmente adherida, mientras que la de CHA0 

estaba fuertemente adherida al igual que la biopelícula mixta. 

 Los resultados indican que Sp245 y CHA0 son capaces de formar biopelículas 

mixtas con una distribución especie específica dentro de ellas, donde A. brasilense se 

ubica mayoritariamente sobre la superficie del portaobjetos, mientras que P. protegens lo 

hace por arriba de ésta y hacia la zona de contacto con el medio líquido. Asimismo la 

biopelícula de Sp245 fue más fuerte y densa en presencia de CHA0 respecto del cultivo 

simple, lo que indica que CHA0 favorecería la formación de biopelícula en Sp245. Esto no 

se vio para el caso de CHA0, en el que la biopelícula simple fue mucho más gruesa que la 

mixta. 
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Figura 3.5: Análisis de la estructura de las biopelículas simples o mixtas de A. brasilense Sp245 y P. 
protegens CHA0 mediante microscopia confocal. Porta-objetos recubiertos con poliestireno fueron 
colocados en tubos de ensayo conteniendo 3ml de medio NNF con 105 células de Sp245, 105 células de CHA0  
o una combinación de ambas y crecidas estáticamente durante 2 días a 32°C. La fluorescencia a través de la 
biopelícula formada en la interface aire-liquido fue monitoreada. La reconstrucción de la biopelícula mixta 
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fue realizada cada 3 µm (A). Se muestran proyecciones en Z (paneles a la izquierda) o imágenes XY (paneles 
a la derecha) de Sp245, CHA0 o la superposición (merge) de las biopelículas mixtas (B) o biopelículas simples 
(C y D). Sp245 expresando GFP es verde, CHA0 expresando dsRed es roja. Flechas blancas en las 
proyecciones Z indican la posición en la imagen X-Y. Las proyecciones Z fueron reconstruidas con un espacio 
de 3 µm entre imágenes. L: en contacto con el medio líquido, S: en contacto con el porta-objeto. Las barras 
blancas representan 20 µm. 
 

Interacción de A. brasilense y P. protegens creciendo en placa 

 Para complementar el estudio de la interacción entre A. brasilense y P. protegens 

se llevó a cabo el análisis del crecimiento en placa de Petri. Se evaluó si la presencia de 

CHA0 afectaba directamente el crecimiento en placa de Sp245, o si Sp245 afectaba el 

crecimiento de CHA0. Para ello diluciones seriadas de ambas cepas fueron crecidas sobre 

un césped de Sp245 o CHA0, o un césped de medio agotado libre de células, e incubadas 

por 3 días a 32°C. 

  En presencia del césped de células de CHA0, la cepa Sp245 desarrolló colonias 

pequeñas con un diámetro promedio de 0,13 mm (Fig. 3.6 A y D), sin embargo cuando 

Sp245 creció sobre el césped de medio agotado y filtrado de CHA0 el desarrollo de las 

colonias fue similar al control con un diámetro medio de 0,65 mm (Fig. 3.6 A y E). Por otro 

lado, las colonias de CHA0 no se vieron afectadas ni por el césped de Sp245 ni por el 

medio agotado y filtrado de Sp245 manteniendo un diámetro promedio aproximado de 

0,61 mm (Fig. 3.6 B, F, G y H). 

 Estos resultados podrían sugerir que un metabolito producido por CHA0 sería el 

responsable de la reducción del tamaño de las colonias de Sp245. Sin embargo, la 

ausencia del fenotipo de colonia pequeña en Sp245 en presencia de un césped de medio 

agotado y filtrado de CHA0, podría indicar la inadecuada concentración de este 

metabolito. Para descartar esta posibilidad se creció P. protegens durante 3 días (DO540nm= 

6), de esta manera se obtuvo un medio concentrado en metabolitos. Nuevamente Sp245 

desarrolló un fenotipo normal sobre dicho césped (no mostrado). Los resultados indican 

que el desarrollo de colonias pequeñas por Sp245 requiere de la presencia cercana de 

CHA0, o bien que es un metabolito que secretan las células de CHA0 solo cuando están en 

contacto con Sp245 como respuesta a su presencia. Por otro lado, el número de colonias 
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de Sp245 (UFC.ml-1) desarrolladas sobre el césped de CHA0 fue mayor que su control (Fig. 

3.6 I). Si bien este efecto positivo no fue significativo, es importante destacar que la 

mayoría de las repeticiones realizadas mostraron una tendencia en el mismo sentido. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.6: Crecimiento en placa de A. brasilense Sp245 y P. protegens CHA0. Diluciones seriadas de cada 
cepa fueron sembradas sobre NNF, sobre un césped de CHA0 o de Sp245, o medio agotado y filtrado. Se 
midió el diámetro de las colonias de Sp245 (A) y de CHA0 (B), la morfología de las colonias fue analizada con 
lupa óptica (C-H), y se calculó el número de UFC para Sp245 (I). La barra en cada fotografía representa 1 
mm. 
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Formación de biopelículas mixtas sobre raíces 

 Los resultados obtenidos muestran que A. brasilense y P. proteges son capaces de 

formar una biopelícula mixta in vitro, y que la presencia de CHA0 tiene un efecto positivo 

no solo sobre el crecimiento estático, sino también sobre la biopelícula de Sp245 (Fig. 3.2, 

3.4 y 3.5). En base a esto, se decidió evaluar la formación de biopelículas sobre raíces de 

plántulas de tomate. Para ello, se colocaron plántulas de tomate de 7 días en tubos de 

ensayo cuyas raíces quedaron sumergidas en agua conteniendo células de Sp245 o de 

CHA0, o una combinación de ambas. Luego de dos días de incubación, se retiraron las 

plántulas y las raíces se observaron al microscopio confocal. Paralelamente se realizaron 

los recuentos de UFC por peso fresco de raíz. Se encontró que A. brasilense colonizó 

principalmente el ápice de la raíz encontrándose bacterias aisladas o formando cúmulos 

de células (Fig. 3.7 A), sin embargo en las partes superiores o más viejas de la raíz la 

colonización fue marcadamente menor (no mostrado). Contrariamente a Azospirillum, P. 

protegens colonizó mayormente la parte media de la raíz observándose (al igual que para 

Azospirillum) células aisladas y cúmulos de bacterias (Fig. 3.7 B) y en menor proporción el 

ápice (no mostrado). Sin embargo, cuando ambas cepas se inocularon conjuntamente, la 

colonización fue mayor en el ápice (Fig. 3.7 C y D). En esta zona de la raíz pueden verse 

células aisladas de Sp245 y de CHA0 colonizando diferentes aéreas (Fig. 3.7 C), o bien 

agrupamientos de células constituidos por ambas cepas (Fig. 3.7 D). Para evaluar la 

disposición de Sp245 y CHA0, en estos agrupamientos se realizó un seccionamiento 

óptico. Como puede verse en la figura 3.7 E, hacia el líquido (15 µm) pueden verse 

pequeños agregados de células de CHA0 y en menor cantidad de A. brasilense. Luego, 

avanzando en profundidad hacia la superficie de la raíz, comienzan a observarse 

aglomerados tanto de Sp245 y de CHA0 (-3 y -6 µm). Si bien no pudo observase formación 

de biopelículas mixtas, estos agrupamientos de células sugieren que cuando están juntas 

A. brasilense y P. protegens pueden colonizar la raíz en las mismas zonas, 

preferentemente el ápice, y formar aglomerados mixtos en los cuales cohabitan ambas 

especies. El recuento de UFC.g-1 de peso fresco de raíz mostró valores en el rango de 107 

UFC.g-1 indicando que la inoculación simple fue efectiva para las dos cepas (3.9x107 UFC.g-1 
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para Sp245 y 1.3 x107 UFC.g-1 para CHA0). En cuanto a las raíces inoculadas con ambas 

cepas, el número de UFC de Sp245 fue de 2x107 UFC.g-1, mientras que el de CHA0 fue 

3.5x107UFC.g-1. Esto indica que la co-inoculación no afectó la colonización de las cepas 

comparado a la inoculación de cada una por separada.  

 

 

 

 

 

 

 

 El análisis del aspecto morfológico de las plántulas de tomate luego de la 

inoculación con las cepas bacterianas, mostró que tanto las inoculaciones simples como la 

co-inoculación con A. brasilense y P. protegens tuvieron efecto de promoción del 

crecimiento de las plántulas. Como puede verse en la figura 3.8, las plántulas inoculadas 

con Sp245 o con CHA0 se vieron más grandes y de mejor aspecto, y mostraron 

principalmente un mayor desarrollo radicular que las plántulas control. En el caso de la co-

Figura 3.7: Análisis de la colonización de raíces de tomate co-inoculadas con A. brasilense y P. 
protegens. Las plántulas de tomate fueron colocadas en tubos conteniendo agua con 105 células de 
Sp245 (A), 105 células de CHA0 (B) o una combinación de ambas (5.104 bacterias de cada especie.ml-1)(C 
y D). Luego de 2 días las plantas fueron retiradas y las raíces observadas al microscopio confocal. Se 
realizó un z-stack, reconstruyendo la imagen cada 3 µm (E). A. brasilense expresando constitutivamente 
dsRed es roja (A), P protegens expresando constitutivamente GFP es verde (B). ap: ápice de la raíz, sm: 
superficie de la raíz. La barra en (A) y (B) corresponde a 20 µm, mientras que en (C y D) a 10 µm. L: en 
contacto con el líquido. S: en contacto con la superficie de la raíz. 
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inoculación con ambas cepas, este efecto fue aún mayor, observándose raíces laterales 

más largas. Este resultado indica que, tanto la inoculación como la co-inoculación fueron 

efectivas, ya que las plántulas presentaron un evidente efecto de promoción del 

crecimiento.  

 

Figura 3.8: Aspecto morfológico de plántulas de tomate luego de la inoculación simple o co inoculación 

con A. brasilense y P. protegens. Las plántulas de tomate fueron colocadas durante 2 días en tubos 

conteniendo agua estéril (control), agua con 105 células de Sp245, con 105 células de CHA0, o con una 

combinación de ambas (5.104 bacterias de cada especie.ml-1). Pasado el tiempo de incubación las plántulas 

fueron retiradas y fotografiadas. Se muestra la morfología representativa de n=10 repeticiones por 

tratamiento.  
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 Debido a la capacidad de estimular el crecimiento y mejorar la salud de cultivos, las 

PGPR han sido foco de estudio en los últimos años (Beneduzi et al. 2012; Bhattacharyya y 

Jha 2012; Drogue et al. 2013; Hayat et al. 2010; Lugtenberg y Kamilova 2009). Sin 

embargo, el estudio de la interacción entre microorganismos PGPR con otros habitantes 

de la rizosfera, ha recibido menos atención. La generalización en Argentina del uso de 

inoculantes mixtos que contienen Azospirillum brasilense y Pseudomonas fluorescens 

(Bhattacharyya y Jha 2012), requiere de estudios que demuestren la capacidad de ambas 

bacterias de co-existir en un mismo hábitat y a su vez de ejercer sus efectos promotores 

y/o protectores sobre la planta.  

 En este capítulo se estudió la interacción entre A. brasilense y P. protegens durante 

el crecimiento estático y se evaluó la capacidad de ambas cepas de formar biopelículas 

mixtas sobre superficies inertes y sobre raíces. 

 En primera instancia se analizó el crecimiento estático de cultivos mixtos de A. 

brasilense Sp245 y P. protegens CHA0. Se observó que tanto el crecimiento de Sp245 

como el de CHA0 fueron mayores cuando ambas cepas crecieron juntas que cuando lo 

hicieron por separado (Fig. 3.2 A). De este modo, el hecho de que tanto la DO como las 

UFC se incrementaran para ambas especies durante su co-cultivo (Fig. 3.2), indica una 

cooperación interespecífica, y descarta, en principio, un efecto negativo de P. protegens 

sobre el crecimiento de A. brasilense mediado por compuestos liberados al medio (Fig. 3.2 

B). La producción de una amplia variedad de compuestos antimicrobianos es una 

característica del género Pseudomonas (Haas y Défago 2005). Dentro de estos, el más 

estudiado es el DAPG (Keel et al. 1990). No obstante, ha sido demostrado que bajas 

concentraciones de este compuesto promueven el crecimiento de la cepa Cd de A. 

brasilense in vitro (Couillerot et al. 2011). Estos resultados sugerirían que el DAPG podría 

ser el metabolito responsable de los efectos observados en este ensayo. Experimentos 

con cepas de CHA0 mutantes en los genes de síntesis de DAPG podrían corroborar dicha 

hipótesis. Otra evidencia que apoya lo anteriormente expuesto es el resultado obtenido 

en los ensayos en los que se utilizó medio agotado filtrado, en el cual el medio agotado 

libre de células de CHA0 o de Sp245, también fue capaz de promover el crecimiento de la 
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otra cepa (Fig. 3.2 B y C). Sin embargo, este efecto no se repitió cuando el crecimiento fue 

evaluado en placa de Petri (Fig. 3.6 C-H). En este sentido, se sabe que las bacterias pueden 

interactuar sinérgicamente, ya sea proporcionando nutrientes, eliminando algunos 

productos inhibidores, o estimulándose mutuamente a través de mecanismos físicos o 

bioquímicos (Burmølle et al. 2006). Entre estos, los cambios en el pH, en las condiciones 

de microaerofilia, en la producción de EPS como en la liberación de metabolitos solubles, 

podrían explicar el aumento en el crecimiento de ambas cepas en esta interacción. Sin 

embargo, los experimentos realizados con el medio de cultivo agotado, donde la 

producción de EPS o las condiciones de microaerofilia no son factores determinantes, 

descartan dichas posibilidades. Junto a esto, también se descartan los cambios en el pH 

del medio, ya que no se detectaron variaciones en el mismo en los co-cultivos respecto de 

los cultivos simples (Fig. 3.3 D). Además, el resultado encontrado acerca de que este 

efecto estimulador de crecimiento es dependiente del número inicial de UFC.ml-1 de 

Sp245, podría indicar que la relación numérica entre Sp245 y CHA0 en el co-cultivo es 

determinante para que se produzca dicho efecto (Fig. 3.3 A, B y C). 

 En una segunda instancia se evaluó la formación de biopelículas mixtas por Sp245 y 

CHA0. La capacidad de Azospirillum y de Pseudomonas de formar biopelículas in vitro ya 

había sido previamente demostrada (Allison et al. 1998; Arruebarrena Di Palma et al. 

2013). Los resultados obtenidos en este capítulo indican que en el co-cultivo ambas cepas 

fueron capaces de formar biopelículas mixtas, y que la biopelícula de A. brasilense fue 

mayor cuando creció junto con P. protegens (Fig. 3.4 B). La observación de la biopelícula 

mediante la tinción con CV (Fig. 3.4 C) mostró que cada cepa se ubicó en distintas zonas 

del pocillo, posiblemente debido a la preferencia de cada cepa por una determinada 

concentración de oxígeno. En el fondo del pocillo donde existe un ambiente de 

microaereobisis se ubicó Sp245, mientras que CHA0, estrictamente aeróbica, lo hizo en la 

parte superior del pocillo en la interface aire-líquido (Fig. 3.4 C). En los co-cultivos, pudo 

observarse que todo el pocillo se cubrió con CV, lo que podría indicar que cada cepa 

estaría ocupando un nicho específico dentro del pocillo (Sp245 en el fondo y paredes 

inferiores CHA0 en las paredes superiores). Sin embargo este método no permite 
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distinguir la ubicación de cada cepa, por lo que no se puede con esta metodología 

descartar que ambas cepas se encuentren juntas formando biopelícula mixta en la misma 

zona. Las imágenes de microscopía confocal mostraron que la formación de biopelículas 

mixtas ocurría también en la interfase aire-líquido (Fig. 3.5). Esta biopelícula formada por 

múltiples capas, mostró que Sp245 se ubicó principalmente en las capas inferiores, 

mientras que CHA0 lo hizo hacia la superficie de la biopelícula, en contacto con el medio 

líquido (Fig. 3.5 A y B). Esta distribución particular podría deberse a que el consumo de 

oxígeno por parte de la biopelícula de CHA0 genera zonas microaerofilas y permite a 

Sp245 colonizarlas. En línea con esta hipótesis, Fox et al. (2014) demostraron que dentro 

de la biopelícula de C. albicans se generaba un microambiente hipóxico que permitía el 

crecimiento de dos bacterias anaeróbicas, y que en ausencia de dicha biopelícula la 

viabilidad de estas bacterias decrecía drásticamente.  

 Por otra parte, el porcentaje de adhesión de A. brasilense fue mayor en la 

biopelícula mixta, que en la simple (Fig. 3.4 B y 3.5). Joe et al. (2009) mostraron que 

Azospirillum es capaz de crecer en medio líquido junto a Pseudomonas durante 5 días y de 

co agregar conjuntamente. La formación de co agregados mixtos le confirió a ambas 

bacterias una mayor supervivencia en la rizosfera, un aumento en la tolerancia a la 

desecación, y en la capacidad de adhesión a raíces de arroz (Joe et al. 2009). Además, se 

ha demostrado que las células de Azospirillum se agregan y floculan bajo diversas 

condiciones de estrés y por cambios en la relación carbono/nitrógeno en el medio 

(Burdman et al. 1998; Joe et al. 2009). El hecho de que la biopelícula de A. brasilense sea 

más densa y gruesa cuando es co-cultivada con P. protegens podría indicar una adaptación 

a un microambiente particular generado por ambas especies cuando coexisten. Algunos 

autores sugieren que dentro de una biopelícula mixta existe una cooperación metabólica 

que favorece el desarrollo de los integrantes de la misma (Fox et al. 2014; Lee et al. 2014; 

Ren et al. 2015). En relación a esto, ha sido demostrado que en co-cultivos formados por 

cuatro especies aisladas de suelo, cada especie formó mayor cantidad de biopelícula en el 

co-cultivo respecto de su cultivo simple, sugiriendo una especie de sinergismo en las 

biopelículas multiespecies (Ren et al. 2015).  
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 Respecto a los ensayos de formación de biopelículas sobre raíces de plántulas de 

tomate, ambas cepas fueron capaces de colonizar la raíz y en igual grado tanto cuando se 

inocularon por separado como en forma mixta (Fig. 3.7). Las UFC gr-1 de PF de raíz de cada 

cepa creciendo juntas fueron similares a las UFC de la cepa creciendo sola (en el orden de 

107 UFC.gr-1). Resultados similares obtuvieron Pagnussat et al. (2013), quienes mostraron 

que el crecimiento de A. brasilense y de P. protegens en las raíces, no se modificó 

independientemente de la inoculación de las cepas solas o combinadas. Esto apoya la 

hipótesis de que ambas cepas pueden colonizar conjuntamente la raíz sin afectar el 

crecimiento y la colonización de la otra. Sin embargo la distribución de ambas especies en 

la raíz fue diferente. Cuando las raíces de tomate fueron inoculadas con los cultivos 

simples, A. brasilense colonizó principalmente el ápice (Fig. 3.7 A), mientras que P. 

protegens colonizó la parte media de la raíz (Fig. 3.7 B). Llamativamente, en la co-

inoculación ambas cepas colonizaron principalmente el ápice, donde pudo observarse a 

Sp245 y CHA0 colonizando distintas aéreas dentro de la misma zona de la raíz (Fig. 3.7 C). 

Resultados similares obtuvo Couillerot et al. (2011) en raíces de trigo, donde reportó el 

mismo patrón de colonización por A. brasilense Cd y P. fluorescens F113. Estos autores 

adjudican esta disposición espacial a la producción de DAPG por parte de Pseudomonas, 

ya que la co-inoculación de A. brasilense Cd con mutantes de P. fluorescens incapaces de 

sintetizar este metabolito mostró a ambas cepas colonizando las mismas zonas de la raíz, 

mientras que la co inoculación de A. brasilense con la cepa salvaje de P. fluorecens mostró 

a ambas bacterias en distintas zonas de la raíz (Couillerot et al. 2011). Sin embargo, los 

resultados aquí presentados mostraron pequeños agregados formados Sp245 y CHA0 en 

el ápice (Fig. 3.7 D), lo que permitiría suponer que CHA0 en presencia de Sp245 no 

produce o produce DAPG en concentraciones que no afectan la colonización de A. 

brasilense. El estudio de la estructura de estos agregados mostró una disposición 

particular, nuevamente CHA0 hacia afuera y en contacto con el líquido mientras que 

Sp245 más hacia el fondo en contacto con la superficie de la raíz (Fig. 3.7 E). Si bien en 

este ensayo no pudo observarse la formación de una biopelícula densa formada por 

ambas cepas, los resultados se aproximan a los obtenidos en los experimentos de 
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formación de biopelícula sobre una superficie artificial (Fig. 3.5). A partir de esto se puede 

sugerir que ambas cepas son capaces de formar biopelícula mixtas sobre la raíz con una 

distribución específica dentro de la misma. Por otra parte, que no se haya formado una 

biopelícula sobre la raíz a los 2 días siendo que si lo observamos sobre superficies 

artificiales, pudo deberse a que este tiempo sea escaso para que las bacterias se adapten 

a un nuevo ambiente donde, las condiciones de crecimiento fueron modificadas en 

función de mantener saludables las plántulas (periodo luz/oscuridad, 25°C).  

 Los ensayos de crecimiento en placa de Petri mostraron que P. protegens fue capaz 

de modificar la morfología de la colonia de A. brasilense (Fig. 3.6). En este caso, la 

presencia de un césped de CHA0 produjo una disminución en el tamaño de las colonias de 

Sp245 (Fig. 3.6 A, C y D) mientras que, si bien el número UFC no se vio modificado 

significativamente, tuvo una tendencia a aumentar (Fig. 3.6 I). El hecho de que el número 

de UFC no haya sido afectado indica que CHA0 no afecta la viabilidad de Sp245. Sin 

embargo el fenotipo observado de las colonias de Sp245 en presencia de un césped de 

CHA0 podría adjudicarse a una depleción de nutrientes generada por la competencia con 

CHA0. Esto no puede descartarse a pesar de que el medio utilizado para estos 

experimentos fue suplementado con nitrato y con hierro, este último se adicionó para 

limitar la producción de sideróforos por parte de Pseudomonas que podrían perjudicar el 

crecimiento de Azospirillum. Otra posibilidad es que la tasa de crecimiento de Sp245 en 

presencia de CHA0 fuese más lenta, sin embargo luego de 23 días de crecimiento el 

tamaño de las colonias permaneció igual (Maroniche datos no publicados). El fenotipo de 

colonia pequeña observado para Sp245 es generalmente el observado en las bacterias 

patogénicas bajo condiciones de estrés. Estas variantes en los fenotipos son llamadas 

variantes de colonias pequeñas (SCV, por sus siglas en ingles: small colony variants) y han 

sido extensamente estudiadas en varios géneros incluyendo Pseudomonas (Häußler et al. 

1999). Estas SCV constituyen una subpoblación de colonias poco pigmentadas que son 

aproximadamente 10 veces más pequeñas y más susceptibles a antibióticos (Proctor et al. 

2006). El efecto observado de CHA0 sobre las colonias de Sp245 podría ser el resultado de 
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la exposición a metabolitos producidos por CHA0 que induzca una respuesta fenotípica del 

tipo SCV.  

 Por otra parte, Sp245 no modificó ni el número ni la morfología de la colonia de 

CHA0. El hecho de que el fenotipo de la colonia Sp245 se haya modificado solo en 

presencia de CHA0 y no con el césped de medio filtrado agotado y concentrado de CHA0, 

podría sugerir que este metabolito es producido y secretado al medio por P. protegens 

solo en presencia de A. brasilense. Existen reportes donde el crecimiento de dos colonias 

vecinas de P. dendritiformis se inhibe mutuamente (Be'Er et al. 2009), y se ha demostrado 

que la causa de dicho efecto es la secreción de un factor difusible (Be’er et al. 2010). Si 

bien en esta tesis se presentan evidencias que soportan la existencia de un metabolito 

probablemente difusible, se desconoce por completo su naturaleza, la obtención y 

caracterización de mutantes de CHA0 que sean incapaces de inducir este fenotipo en 

Sp245 sería una primera aproximación para corroborar dicha hipótesis.  

 Finalmente, existen reportes en los que se muestra que la co-inoculación con 

distintas cepas de Azospirillum y Pseudomonas promueven un aumento en la superficie 

radicular de trigo (Combes-Meynet et al. 2011) y de maíz (Faggioli et al. 2003), así como 

también un incremento en la germinación y la resistencia a enfermedades en arroz (Joe et 

al. 2009). En esta tesis, tanto la inoculación simple como la co-inoculación con A. 

brasilense y P. protegens produjo una efectiva promoción del crecimiento en las plántulas 

de tomate (Fig. 3.8), evidenciándose principalmente en un incremento del sistema 

radicular. Este resultado refuerza aún más las evidencias directas (Fig. 3.7) sobre la 

colonización de las raíces de tomate por A. brasilense y P. protegens y permite postular 

que ambas cepas son capaces de colonizar la raíz conjuntamente y promover en forma 

sinérgica el crecimiento de plántulas de tomate.  

 

 En resumen, los resultados presentados en este capítulo permiten establecer que 

A. brasilense Sp245 y P. protegens CHA0 son capaces de interactuar y favorecer 

conjuntamente su crecimiento. Además, se ha podido mostrar que ambas cepas forman 
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una biopelícula mixta con una distribución especie-específica tanto en superficies inertes 

como en raíces y que existe una comunicación activa entre estas dos bacterias.  
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Conclusiones generales   

 En esta tesis se presenta evidencia acerca de dos factores importantes 

relacionados a la promoción del crecimiento vegetal por Azospirillum brasilense, como son 

la regulación de la formación de biopelícula y la interacción con otro microorganismo de la 

rizosfera, Pseudomonas protegens. 

 En el capítulo 1 se estudió la formación de biopelícula y la participación de las 

moléculas señal óxido nítrico y auxinas en la regulación de este proceso. En base a los 

resultados obtenidos y teniendo en cuenta la hipótesis planteada que establecía que el 

óxido nítrico y las auxinas participan conjuntamente en la regulación de la formación de 

biopelícula de Azospirillum, siendo este proceso necesario para la colonización exitosa de 

la raíz, se concluye que la misma es rechazada. 

 Los resultados permiten establecer sólo al NO como regulador de la formación de 

biopelícula. El análisis de la formación de biopelícula por Faj009 (mutante en la 

producción de AIA) y por Faj164 (mutante en la producción de NO) indica que ambas 

cepas formaron menos biopelícula que Sp245 a los 2 días de crecimiento estático en 

medios con nitrato, donde está favorecida la producción de NO (Molina Favero et al. 

2008). La complementación química con el dador de NO (SNP) restituyó la formación de la 

biopelícula en Faj164, sin embargo el agregado de AIA sintética no lo hizo.  

 Las evidencias previamente descriptas desvinculan a la auxina como regulador 

directo en la formación de biopelícula en A. brasilense. Sin embargo se encontró que 

frente al agregado de AIA exógeno existe un claro efecto de disminución de la formación 

de biopelícula. La reducción de la formación de biopelícula por el AIA se debe, en parte, a 

que esta molécula es capaz de afectar los niveles de NO. El agregado de AIA exógeno 

disminuye la producción de nitritos, la síntesis de novo de NO, así como también la 

expresión del gen Nir, que codifica para una de las enzimas encargadas de la síntesis de 

NO. Esto permite concluir que la auxina reduce la formación de biopelícula 

indirectamente, a través de la disminución de los niveles de NO.  
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Sin embargo, como se mencionó en la introducción de esta tesis, la auxina es 

considerada una molécula señal en Azospirillum (Van Puyvelde et al. 2011), por lo que no 

puede descartarse que afecte otros aspectos involucrados en la formación de biopelícula 

como es la producción de EPS y la movilidad, entre otros (Lee et al. 2011).  

 Por otro lado, se encontró que el NO también afecta los niveles de auxinas. Los 

resultados indican que el NO reduce los niveles de AIA, posiblemente afectando la 

expresión de uno de los genes clave en la síntesis de auxinas en A. brasilense, el gen de la 

piruvato decarboxilasa (ipdC). Análisis más precisos de la expresión de los genes 

involucrados en la síntesis de AIA frente a diferentes concentraciones de NO ayudarían a 

confirmar este resultado.  

 La auxina dispersa la biopelícula madura en Sp245, pero no en Faj164 y Faj009. 

Este efecto de dispersión podría depender de la concentración de AIA, dado que la cepa 

salvaje posee mayor contenido de AIA en la biopelícula madura. 

 La formación de biopelícula y la colonización de las raíces de plántulas de tomate 

fueron similares para la cepa salvaje como para las mutantes Nap- e ipdC-. 

 Los resultados expuestos en el capítulo 1 permiten hipotetizar acerca de una 

intercomunicación entre el AIA y el NO en Azospirillum brasilense: el NO modificaría los 

niveles de AIA alterando la expresión del gen ipdC, mientras que el AIA afectaría los 

niveles de NO, afectando, en parte, la vía de desnitrificación. Sin embargo, la formación de 

biopelícula solo estaría siendo regulada por los niveles de NO.  

 

 Posteriormente se estudió la capacidad de formar biopelícula de Azospirillum 

brasilense Sp245 y de la cepa nativa Az39 en condiciones de estrés salino (cap. 2). La 

hipótesis planteaba que Azospirillum brasilense forma biopelícula en respuesta a 

condiciones de salinidad, siendo el AIA y el NO participes de la regulación de este proceso. 

En base a los resultados obtenidos se puede concluir que en forma parcial, la hipótesis no 

se rechaza. A. brasilense forma gran cantidad de biopelícula en condiciones de salinidad. 

El uso de las mutantes Faj164 y Faj009 permitió establecer que el NO participa de este 

proceso, no así las auxinas. Sin embargo, los resultados permiten suponer la existencia de 
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otro/s mecanismo/s de regulación de la formación de biopelícula frente a estas 

condiciones.  

 

 Por otro lado y abordando otro aspecto importante para una PGPR como lo es la 

interacción con otro microorganismo de la rizosfera, en el capítulo 3 de esta tesis, se 

estudió la interacción de A. brasilense con P. protegens durante el crecimiento y la 

formación de biopelícula.  

 La hipótesis para este capítulo planteaba que Azospirillum y Pseudomonas son 

capaces de crecer en forma conjunta y formar biopelículas mixtas (in vitro y sobre raíces) a 

través de una comunicación activa entre estas dos bacterias que modula la interacción 

inter-especifica. En base a los resultados obtenidos y discutidos se puede concluir que no 

se rechaza la hipótesis. 

 A. brasilense Sp245 y P. protegenes CHA0 son capaces de crecer en forma conjunta 

incrementando cada cepa su crecimiento, lo que sugiere una cooperación inter-específica. 

Los resultados permiten establecer la existencia de un factor liberado al medio de cultivo, 

como responsable de este efecto de estimulación. Sin embargo, este efecto sería 

dependiente de la cantidad de células de A. brasilense presentes en el co-cultivo.  

 Las evidencias permiten establecer que A. brasilense y P. protegens forman 

biopelículas mixtas sobre superficies inertes. Esta biopelícula mixta tiene una distribución 

especie-específica, en la cual A. brasilense se ubica principalmente en las capas inferiores 

mientras que P. protegens lo hace hacia la superficie de la biopelícula.  

 Ambas cepas forman biopelícula sobre las raíces, con la misma distribución 

especie-específica descripta, y colonizan efectivamente en forma conjunta las raíces 

ejerciendo un efecto sinérgico de promoción del crecimiento respecto de la inoculación 

simple. 

 P. protegens afecta el crecimiento en placa de A. brasilense, provocando un 

aumento en el número de colonias y una disminución en el tamaño de las mismas. Este 

fenotipo de colonias pequeñas en A. brasilense es observado solo en presencia de P. 

protegens, y no cuando se agrega el medio en el que creció conteniendo sus metabolitos, 
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por lo que sería necesaria una comunicación activa entre ambas especies, que modula 

tanto el crecimiento como la formación de biopelícula. 

 

 

Esquema de la formación de biopelícula y colonización de la raíz por A. brasilense y P. protegens. A: A. 
brasilense produce AIA y NO; el AIA dispersa la biopelícula madura (1), mientras que el NO es necesario para 
la formación de biopelícula (2). Existe una interacción entre el AIA y el NO en A. brasilense, actuando cada 
uno como modulador negativo del otro (3). B: en condiciones de estrés salino, aumenta la formación de 

biopelícula (4). C: Durante el co-cultivo A. brasilense (●) y P. protegens (●) colonizan la raíz en forma 

separada, pero también en forma conjunta formando biopelículas mixtas con una disposición de A. 
brasilense preponderante sobre la raíz y de P. protegens mayoritariamente sobre la cara externa de la 
biopelícula o aglomerados celulares. La co-inoculación promueve un mejor desarrollo del sistema radical 
respecto de la inoculación simple (5).  
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Aportes y perspectivas 
 

 La información generada en esta tesis permite una aproximación al conocimiento 

de los mecanismos básicos que regulan la formación de biopelícula en Azospirillum, 

permitiendo inferir acerca de la importancia del NO como determinante para el 

establecimiento de la biopelícula. 

 La habilidad de producir hormonas vegetales es una de las propiedades más 

importantes de Azospirillum (Bashan y de-Bashan 2010). Azosprillum brasilense produce 

NO a partir de nitrato (Molina Favero 2013), compuesto que puede encontrarse en los 

suelos fertilizados. Sin embargo, la desnitrificación es una característica indeseada en las 

PGPR que se utilizan como inoculante, porque reducen la disponibilidad de nitrato en el 

suelo para las plantas (Bashan y de-Bashan 2010). En base a los antecedentes generados 

en nuestro grupo de investigación, que establecen que el NO es capaz de promover el 

desarrollo de raíces laterales y adventicias (Molina Favero 2013), y que es necesario para 

el establecimiento de una biopelícula (Arruebarrena Di Palma et al. 2013 y presente tesis), 

en este punto, la presencia de nitrato en el suelo favorecería la producción de NO por 

parte de Azospirillum y la formación de biopelícula, la colonización y la promoción del 

crecimiento por parte de Azospirillum. Asimismo, las evidencias de la interacción entre AIA 

y NO en Azospirillum, establecen que esta bacteria sería capaz de regular la producción de 

una u otra molécula en base a la presencia de la otra. Teniendo en cuenta que ambas 

moléculas son producidas también por la planta, sería de interés estudiar esta regulación 

en la rizosfera y qué ventajas le confiere a la bacteria este mecanismo de regulación 

cruzada en la interacción con la planta. Además, esta tesis aporta nuevas evidencias 

acerca de la existencia de un mecanismo de dispersión de la biopelícula mediada por 

auxinas, el cual permitiría que células de Azopirillum colonicen y formen biopelículas en 

otras zonas del mismo u otro hospedador.   

 

 Por otra parte, en bacterias y particularmente en Azospirillum, existe un solo 

reporte acerca de la interacción entre el AIA y el NO (Koul et al. 2015b), por lo que estos 
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resultados aportan nuevas evidencias para comprender el metabolismo de la bacteria y su 

relación con los posibles mecanismos de promoción del crecimiento vegetal.  

 

 Por otro lado, esta tesis presenta las primeras evidencias acerca de la formación de 

biopelícula por A. brasilense como estrategia para sobrevivir a condiciones de alta 

salinidad y la participación del NO en esta respuesta. Sin embargo, los resultados 

obtenidos sugieren la existencia de otro/s mecanismo/s que estarían involucrados en 

regular la formación de biopelícula en condiciones de estrés salino. Estudios globales de 

expresión génica para analizar los mecanismos implicados en la tolerancia a la salinidad, 

podrían ser la base para continuar con investigaciones que llevarán a potenciar y 

optimizar el empleo de Azospirillum como herramienta biotecnológica. 

 Teniendo en cuenta que Azospirillum y Pseudomonas son actualmente utilizadas 

en nuestro país para la formulación de inoculantes mixtos de uso agrícola, los resultados 

de esta tesis aportan información valiosa acerca de las bases fisiológicas de la interacción 

entre A. brasilense y P. protegens. En principio, los resultados permiten inferir un efecto 

sinérgico en base a una comunicación activa entre ambos géneros, por lo que surge como 

desafío explorar de una manera más completa las bases de esta interacción. En este 

sentido, el uso de nuevas tecnologías para analizar los cambios transcripcionales globales 

inducidos en A. brasilense Sp245 y P. protegens CHA0 cuando interactúan formando 

biopelículas mixtas serían de gran utilidad. La información detallada acerca de cuáles son 

los genes regulados diferencialmente durante la interacción en ambas especies, permitirá 

identificar posibles mecanismos fisiológicos involucrados en el proceso. De esta manera, 

se establecerán bases sólidas para futuras investigaciones que profundicen en el rol 

específico de los genes identificados y sus productos en la interacción Azospirillum-

Pseudomonas. 
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ANEXOS 

Anexo 1: Medios de cultivo 

Medio agar papa 

Para 1 litro 

   2,5 g de ácido málico 

  2,5 g de Sacarosa 

   Azul de bromotimol: solución 0,5% en 0,2N de KOH 

  Solución de micronutrientes (NaMO4.2H2O 0,2 g.L-1; MnSO4.H2O 0,235 g.L-
1; H3BO3 0,28 g.L-1; CuSO4.7H2O 0,008 g.L-1; ZnSO4.7H2O 0,024 g.L-1) 

 

Medio Rojo Congo  

Para 1 litro 

 0,5 g K2HPO4 

 0,2 g MgSO4.7H2O 

 0,1 g ClNa 

 0,5 g extracto de levadura 

 15 mg Cl3Fe.6H2O 

 5 g ácido málico 

 4,7 g KOH 

 20 g agar 

 Rojo Congo (solución al 2,5 % (p/v) en agua destilada, filtrada y 
autoclavada) 

 

Medio LB  

Para 1 litro 

 10 g peptona de carne 

 5 g extracto de levadura 

 10 g ClNa 

 0,37 g Cl2Ca.2H2O 

 0,6 g MgSO4.7H2O 

 20 g agar 
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Medio NFb NO-
3 /NH4 

Para 1 litro 

 3,7 g ácido málico 

 5 mL K2HPO4 10% (p/v) 

 2 mL MgSO4.7H2O 10% (p/v) 

 1 mL NaCl 10% (p/v) 

 2 mL CaCl2.2H2O 1% (p/v) 

 4 mL FeEDTA 1,64% (p/v) 

 2 mL solución de micronutrientes (NaMO4.2H2O 0,2 g.L-1; MnSO4.H2O 0,235 
g.L-1; H3BO3 0,28 g.L-1; CuSO4.7H2O 0,008 g.L-1; ZnSO4.7H2O 0,024 g.L-1). 

 0.769g KNO3/ 0.738g NH4Cl 

 Llevar a pH 6,8 con KOH. 
 

Medio OA(Okon-Albrecht-Burris) 

Para 1 litro 

 6 g K2HPO4 

 4 g KH2PO4 

 5 g ácido málico 

 0,2 g SO4Mg.7H2O 

 0,1 g ClNa 

 20 mg Cl2Ca.2H2O 

 2 mg Na2MoO4.2H2O 

 10 mg Cl3Fe.6H2O 

 1 g NH4Cl o 2 g KNO3 

 0,1 g extracto de levadura 

 1 ml solución de micronutrientes (MnSO4.H2O 14 mM; H3BO3 45,2 mM; 

 Cl2Cu.2H2O 0,164 mM; ZnSO4.7H2O 0,965 mM) 

 3 g NaOH 
 

 

Anexo 2: Extracción de RNA y síntesis de ADN copia 

Extracción de RNA de Azospirillum brasilense por método Trizol. 



 

123 

 

1. Cosechar 1 ml de un cultivo de DO540nm cercana a 1 a 8000 rpm por 5 minutos a 

temperatura ambiente. 

2. Lavar el pellet con buffer TES (This-HCl 50 mM pH 8, EDTA 0.2 mM, NaCl 300 mM). 

3. Centrifugar nuevamente 8000 rpm 5 minutos y resuspender el pellet en buffer TES y 

Lisozima 1mg/ml preparada en el momento. Incubar 10 minutos a 37ºC. 

4. Centrifugar las muestras 8000 rpm 5 minutos y resuspender el pellet en 1 ml de Trizol 

(Sigma). 

5. Vortexar durante 2 minutos e incubar a temperatura ambiente por 10 minutos. 

6. A re ar 200 μl de cloroformo, vortexear por 15 se undos y dejar reposar sobre mesada 

5 minutos. 

7. Centrifugar a 13000 rpm durante 15 minutos en frio y traspasar la fase acuosa 

(superior) a un nuevo tubo conteniendo 0.5 ml de isopropanol. 

8. Mezclar por inversión algunas veces e incubar en la mesada por 10 minutos. 

9. Centrifugar a 13000 rpm durante 15 minutos en frio. Notar la formación de un 

precipitado blanco. Descartar el sobrenadante. 

10. Lavar el pellet con 1 ml de etanol 75% preparado con agua DEPC(1). Centrifugar a 

13000 rpm por 5 minutos en frio. 

11. Descartar el sobrenadante y dejar secar el pellet boca abajo en mesada o flujo laminar. 

12.  esuspender el pellet de  NA en 30 μl de a ua DEPC. Cuantificar A260nm y sembrar 

en geles de agarosa 1% para chequear calidad del RNA. 

(1)1 ml de DEPC por litro de agua, incubado toda una noche a 30ºC 

 

Síntesis de ADN copia. 

1- Colocar 1 μl de  andom primers  0.5 μ /μl) y 1 μl dNTPs 10 mM. A re ar 11,5 μl de 

A N extraído o equivalente a 2 μ  totales. 

2- Incubar a 65 ºC durante 10 minutos. Pasar luego rápidamente las muestras a hielo. 
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3- Hacer una premix conteniendo por reacción: 1 μl buffer  T 5X, 2 μl DTT 10 mM, 0.5 μl 

en ima MMV 200 U/μl. Me clar con vortex y centrifu ar brevemente. 

4- Colocar 7 μl de esta premix en los tubos conteniendo el A N. Me clar. 

5- Llevar a 37ºC por 75 minutos y luego inactivar la enzima a 70ºC 15 minutos. 

 

Anexo 3: Reacciones de PCR 

 

Reacción de RT-PCR 16s 

Por reacción de PCR: 

Primers utilizados: 

Fw-16S: AGGCTTGACTTCCGGAGAGG  

Rv-16S: TGGTAAGGTTCTGCGCGTTG 

                                                                           Concentración final 

1. ADNc                                       2µl 

2. Buffer 10X                              1X 

3. Cl2Mg 25mM                          2mM 

4. dNTPs 10mM                         0,8mM 

5. Primer Fw 10 μM                  0,5mM 

6. Primer  v 10 μM                  0,5mM 

7. Taq invitro en 5u/ μl           0,5u/x reacción 

8. Agua hasta completar volumen final 

 

 

 

Programa: 
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1. 3 minutos 95ºC 
2. 30 segundos 95ºC 
3. 30 segundos 60ºC (16S) 
4. 1 minutos 72ºC 
5. 5 minutos 72ºC 
El paso 2 a 4 fue repetido 18 ciclos. 

Reacción de RT-PCR Nap y Nir 

Por reacción de PCR: 

Primers utilizados: 

Fw-Nap: GGAGATGCACCCCATCCTGT 

Rv-Nap: GTGCTGGTTGAAGCCCATG 

Fw-Nir: GGATGACGGCACGACCTACA  

Rv-Nir: GCTTCTCGTTGACCAAGCCG 

1. ADNc                                       Según 

corresponda(1) 

2. Buffer 10X                              1X 

3. Cl2Mg 25mM                          2mM 

4. dNTPs 10mM                         0,4mM 

5. 100% DMSO 7,5% 

6. Primer Fw 10 μM                  0,5 μM 

7.Primer  v 10 μM                  0,5 μM 

8. Taq invitro en 5u/ μl            0,5u/x reacción 

9. Agua hasta completar volumen final 

 

 

 

(1) Dado que se estaba realizando RT-PCR el contenido de templado de cada reacción de 
PCR se ajusto en función de la abundancia del ADNc 16S para cada muestra 
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Programa: 

1. 2 minutos 94ºC 
2. 30 segundos 72ºC 
3. 30 segundos 65ºC  
4. 20 segundos 72ºC 
5. 5 minutos 72ºC 
El paso 2 a 4 fue repetido 30 ciclos. 
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