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RESUMEN

Las poblaciones bacterianas regulan coordinadaméatexpresion de los
genes mediante la produccion de moléculas sefalsdifes, las que
actuarian induciendo la expresion de genes en restgua la densidad
celular, en un proceso denominadgpuorum sensing Este sistema se
transforma entonces en un importante componentelake procesos de
sefializacion.

En el presente trabajo se estudid si la molécul@akéiberada en cultivos
rizobianos de diferentes densidades celulares aféxtproducciéon de otros
componentes de importancia para el establecimiedt la simbiosis
rizobio-leguminosa, tales como exopolisacaridos S$EP polisacaridos
capsulares (KPS), lipopolisacaridos (LPS), y pfots celulares totales.
Todas las determinaciones se realizaron por trgdx para,
posteriormente, realizar un analisis estadisticdakdatos obtenidos en la
determinacion de concentracion de EPS, KPS y pnagicelulares totales.
La determinaciébn de EPS y KPS se realiz6 por peszosy por
cuantificacién de la concentracion de hexosas meiiala técnica de
Antrona. Para determinar si se presentaban diféaesncen las
concentraciones de LPS en las diferentes fases aoat@as, se realizdé la
extraccion de los mismos mediante la técnica deacpor Hitchock vy
Brown, seguida de corrida electroforética en gedies poliacrilamida. Por
altimo, la determinacién de proteinas celulares ates, se realizd
extrayendo las proteinas de las muestras por scmoay posterior
determinacion de la concentracion mediante |la téande Bradford. Luego
se corrieron las muestras en gel de poliacrilamida SDS.

Los resultados obtenidos en este trabajo, mostradderencias en las
concentraciones de EPS, KPS vy proteinas celularesalds en fase
exponencial respecto de fase estacionaria de criecito, y también se
observaron diferencias en los perfiles electrofor@s de LPS y proteinas
celulares totales en las fases comparadas, para nidsroorganismos

utilizados.
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INTRODUCCION

Consideraciones previas

La adopcion y uso eficaz de biofertilizantes miciaios (inoculantes) en
agricultura esta llamada a ser una de las tecnal®giave para asegurar la
sustentabilidad y productividad de este sector, tmrportante para las

economias y las sociedades de los paises lberoaaress (Sanjuan J.,
2007). El término biofertilizantes est4d asociado las inoculantes

formulados en base a rizobios especificos parandgosas. Esto se debe a
que el mayor desarrollo tecnoldégico se ha dado etos productos

utilizados para ser aplicados en las semillas dguheinosas forrajeras v,
fundamentalmente en las ultimas décadas, acompafn&hdrecimiento de

las é&reas cultivadas con soja (Moretti E. R., 200En Argentina, la

superficie sembrada con soja pasé de 26.000 haaedécada de los 70 a
mas de 15 millones de ha en el afio 2006, con m&as8% del total de la

siembra de soja inoculada anualmente (CorvalareDal., 2007). Ademas,

con respecto a la leguminosa mani, Argentina es deolos principales

exportadores a nivel mundial.

La posibilidad de obtener elevados rendimientosi@agas y al mismo

tiempo preservar el medio ambiente esta irremedim@nte ligada al uso
generalizado de estos productos, como alternativauso masivo de

plaguicidas y fertilizantes de origen quimico, gqs@n costosos y tienen un
impacto muy negativo sobre la salud y el medio aamib¢. La obtencion,

comercializacion y aplicacion eficiente de un intente eficaz y de alta
calidad es un proceso largo y complejo (Sanjuark0Q7).

Los rizobios utilizados en la formulacion de inoanotes tienen la

propiedad de mejorar la nutricion y el crecimiemegetal por medio de un
proceso de simbiosis, permitiendo asi un mejor apcthamiento de los

recursos naturales del suelo y del ambiente. Labsosis es el resultado de
una interaccion selectiva entre los rizobios y #anflia de las leguminosas
(Leguminosag en el cual cada leguminosa es nodulada solameue

especies bacterianas especificas. Por ejempledicago sativa(alfalfa)
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por Sinorhizobium meliloti Glycine max (soja) por Bradyrhizobium
japonicumy Lotus spp.por Mesorhizobium loti Algunas bacterias exhiben
un amplio rango de hospedadores tal coRlizobiumNGR234 que puede
nodular mas de 112 géneros de leguminosas. Porpdree M. loti tiene un
reducido rango de hospedador nodulando diferentegeeies delLotus
(Lepek V., D"Antuono A., 2005).

La nodulacién de las leguminosas por los rizobieguiere una serie de
interacciones bioquimicas entre la bacteria (miomdsonte) y su huésped
(macrosimbionte). La primera sefial en la interaocid provee la planta.
Los rizobios son capaces de notar la presenciaadeaiz de la leguminosa
por medio de moléculas de bajo peso molecular,stademo flavonoides,
isoflavonoides y betainas, secretadas por la rRfzerespuesta, los rizobios
sintetizan otras sefiales especificas, los factdyesl, dirigidos hacia la
planta hospedadora que tienen un papel clave endaccion de las etapas
iniciales de nodulacion. Sin embargo, otros regmeéentos son necesarios
para la formacion de nodulos simbidticamente efewxsi (Wang T.et al,
2001). Los polisacaridos bacterianos de superficieomo EPS
(exopolisacaridos), KPS (polisacéridos capsulares), LPS
(lipopolisacaridos), y glucanos ciclicos son esahe$s para la formacion
del hilo de infeccion, desarrollo del nédulo y ati@g@on y supervivencia de
rizobios bajo diferentes condiciones ambientaless¢rer S. E.et al.,
2003).

Desde la década de los 80 se vienen utilizandoplediles electroforéticos
de LPS vy proteinas celulares totales en estudios dieersidad e
identificacion de poblaciones bacterianas. El hecleoque dichos perfiles
sean caracteristicos de cada bacteria, unido apadez y sensibilidad del
método, ademas de su alta reproducibilidad y bajet@, ha convertido la
técnica en una herramienta util, empleandose paraséudio de diversos

microorganismos (Santamaria Mt al., 1997).



Géneros de rizobios

Los rizobios son bacterias del suelo pertenecientgsla familia
Rhizobiaceaey se agrupan en seis génerdsliorhizobium Azorhizobium
Bradyrhizobium Rhizobium Mesorhizobiumy Sinorhizobium Todas las
especies comprendidas en éstos géneros compartencalacteristica
distintiva de formar nodulos fijadores de nitrégea las leguminosas y de
alli proviene su gran importancia agrondémica y &gota (Lodeiro A. R.et
al., 2003).

. Género Bradyrhizobium: estas bacterias son bacilos de 0,5-0,9 x 1,2-
3,0 um. Se mueven con un flagelo polar o subpolar. Egrero consiste de
cepas de crecimiento lento, productoras de Aalcdlas colonias son
circulares, rara vez translicidas, blancas y comseentre 5 y 7 dias de
incubacion. Las tres especies definidas de esteeggnB. japonicum
(especie tipo)B. elkaniiy B. liaoningense pueden nodular la soja(ycine
max). B. japonicum tiene una amplia gama de plantas huéspedes,
incluyendo muchas leguminosas tropicales y algudaszonas templadas.
El tiempo de generacion es de 8 hs o mas.

Se han obtenido aislamientos &eadyrhizobiumde otras leguminosas, por

ejemplo: mani.

. Género Sinorhizobium: son bacilos que miden 0,5-1,0 x 1,2-3uf.
Las ocho especies dentro de este género crecerdadgnte y producen
acido en medio YMA. La especie tipds. meliloti (nodula alfalfa) fue
transferida del géner&hizobiumy ha sido estudiada extensamente (Wang
T. et al, 2001).

Los rizobios tienen dos formas de vida: eida libre se los encuentra en el
suelo o en las etapas iniciales del proceso de flamidn y como
bacteroides se los encuentra en el interior de los nédulosdéiro A. R.et
al., 2003). Cuando se encuentran como bacteroidggesan las enzimas
necesarias para reducir el nitrégeno gaseoso qegaduwes utilizado por la

planta huésped que provee compuestos carbonadasadio.



Caracteristicas generales de las lequminosas: soyaalfalfa

. Soja (Glycine ma}): especie de la familia de las leguminosas. Es una
planta de cultivo anual que se desarrolla en amteieredafoclimaticos muy
diversos. Posee un tallo erguido, velloso, con bBdjdameras. Las flores, de
color blanco o violeta aparecen en las axilas. Bitd es una vaina que
encierra las semillas (Fig. 1).

Es reconocida que la alta demanda de nitrogenocaddtivo, estimada en
unos 80 kg / tn de grano producido, es mayoritagahe cubierta a partir
del proceso de fijacion biolégica de nitrogeno asférico (FBN) en la
simbiosis entre la leguminosa y los rizobios. Eltoup obtiene entre el 30

y el 94% de sus requerimientos de nitrégeno a pak¢i esta simbiosis.

El proceso de FBN ocurre en respuesta a relacidimgslégicas reguladas
por el cultivo por lo que se requiere de su 6ptimanejo agrondmico, de
manera tal que la provision de fotoasimilados nanite la correcta
actividad nodular durante el periodo de llenado deanos. En este
contexto, la nutricibn balanceada (en particularsfbdada) presenta un
papel preponderante e insustituible dado que e®lemento que participa
de todos los procesos energéticos en los seressvivo

El uso de fuentes nitrogenadas, si bien induce anepor crecimiento de la
soja, afecta negativamente el proceso de FBN y 0 u@a practica
recomendable en condiciones de buen manejo de ¢&ulmcion. Cuando
hay suficiente disponibilidad de nitrégeno en ekky la planta por razones
de economia energética, privilegia la incorporacibal nitrégeno edéafico

por sobre el derivado de la atmdsfera.

Los beneficios por el uso frecuente de la inocubacen soja se traducen no
sb6lo en los rendimientos de los cultivos sino taérbien su calidad, por
ejemplo en la concentracién de proteinas. La respauea la aplicacion de
inoculantes, en términos de rendimiento en granocancentracion de
proteinas, es mucho mayor en lotes sin antecededédscultivo, dada la
ausencia de cepas nativas capaces de formar simsbios fijar

eficientemente nitrogeno (Ferraris 6t al., 2006).



Fig. 1. Fotografia del fruto y hojas délycine max

. Alfalfa (Medicago sativq constituye uno de los recursos forrajeros
mas importantes del pais, tanto por su enorme ataph a diferentes
climas y suelos, como por su elevada calidad faraj Ademas ésta
pastura le brinda al productor ganadero, forrajeatta calidad durante gran
parte del afio y la posibilidad de transferir excehs para los periodos
criticos (Fig. 2).

Otro factor importante a la hora de elegir estetimol es que al pertenecer a
la familia de las leguminosas, capta nitrégeno afgoico
simbidticamente, disminuyendo los costos de fezdlion y mejorando la

fertilidad quimica del suelo.

La alfalfa es una especie de gran plasticidad quede prosperar en
regiones semidaridas, sub-himedas y humedas. Reguder suelos bien
aireados y profundos, estad adaptada para resisgificiencias hidricas
prolongadas y ademas estd dotada de una raiz querdmite penetrar en
profundidad en el perfil del suelo, por ello tolesg#quias, pero es muy
sensible a la falta de oxigenacion que ocurre cwaedsuelo esta anegado.
La alfalfa es una de las especies mas sensibles acidez. Con valores de
pH superiores a 6,5 la disponibilidad de algunosriemtes esenciales para
el cultivo, tales como Boro, Zinc y Fésforo, se wveeducida. El

mejoramiento genético experimentado en los ultimredeos ha llevado a
contar con cultivares de alta producciéon que supeampliamente a los
cultivares utilizados hace 20 afios. Esta mayor pozddon solo se logra en
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suelos de alta fertilidad, es decir sin limitacienautricionales (Moreno
Sastre G., Talbot Wright M. L., 2007).

Fig. 2. Fotografia de la planta ddedicago sativa

Fijacion bioldgica del nitrégeno

El nitrogeno es un constituyente esencial de mol@suUundamentales de
todos los seres vivos: aminoacidos, proteinas, @iducleicos, vitaminas,

etcétera.

El nitrégeno molecular (N es la unica reserva de nitrégeno accesible en la
biosfera. Practicamente ilimitada, esta reservaesadirectamente utilizada
por los vegetales y animales. Para que el nitrogeneda ser asimilado, es
necesario que sea reducido (Bacca B. E.ak, 2000). Los unicos seres
vivos capaces de realizar esta reaccion son migawoismos portadores de
la enzima nitrogenasa que convierten el nitrégerasepso en nitrégeno
combinado en un proceso denominado Fijacion Biotagidel Nitrogeno
(FBN).

La nitrogenasa es una proteina de gran tamafio goesta de dos
componentes: la proteina tetramérica que contieieerd (Fe) y molibdeno
(Mo), codificada por los genenifD y nifK, cuya funcién es reducir el



nitrégeno, y la proteina homodimérica que contidnerro (codificada por
nifH), cuya funcién es transportar los electrones detabor fisiolégico de
electrones (ferredoxina o flavodoxina) hacia la teioa de Fe-Mo. Esta
enzima en los nodulos radiculares posee caraciedstsimilares a la
enzima de las bacterias fijadoras de nitrogeno &ta \ibre, incluyendo la
sensibilidad al @y la capacidad de reducir acetileno y.N

La ecuacion de la reaccion catalizada por estareazs la siguiente:

N, + 8H" + 8¢ + 16ATP ——» 2NH + H, + 16ADP + 16R

Aunque el amoniaco (N4J es el producto directo de esta reaccidon, es
rapidamente ionizado a amonio (NH. Este es asimilado por los fijadores
libres o transferido al correspondiente hospedador el caso de la

asociaciéon con plantas.

El proceso de FBN es de gran importancia econonyicaquilibra el ciclo

biogeoquimico del nitrégeno (Fig. 3) al recuperaarg la bidsfera el
nitrogeno perdido por desnitrificacion. Las transfaciones en dicho ciclo
no son exclusivamente bioldgicas: las radiacion#sawuioleta representan
el 10% del aporte global; la industria de los fhetantes aporta un 25%,
por lo que la FBN corresponde al 65% aproximadamefBacca B. E.et

al., 2000).
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Relacidon entre rizobios y densidad celularQuorum sensing

Histéricamente, se pens6 que las bacterias eranviithdos solitarios,

creciendo cada una independientemente de la pobhacsin embargo, en
1970 Nealsonet al., descubrieron que las bacterias pueden sensar
poblacion y responder coordinadamente. Este fen@mea llaméQuorum

sensing(Gonzalez, J. E., Marketon M. M., 2003).

El quorum sensinges ampliamente utilizado por una variedad de esgsec
bacterianas Gram-positivas y Gram-negativas paraordimar su
comportamiento en comunidad. Esto implica usualmelat regulacién de
genes especificos en respuesta a la densidad deg@dh. Esta expresion
coordinada de los genes es alcanzada por la pradngccliberacion y

deteccion de pequefias moléculas sefial lamadasrediutotores.

En bacterias Gram-negativas, por ejemplo las peteantes a los géneros
Agrobacterium, Rhizobium, Sinorhizobiym el mayor grupo de

autoinductores son las acil homoserina lactonas I(AHEIllas tienen un



anillo homoserina lactona (HSL) conservado, con waaena lateral acilo
variable (Fig. 4).

,#LH,AHL?;

Fig. 4. Estructura general de las AHL.

Las AHLs pueden clasificarse en moléculas de cad=orda 0 moléculas de
cadena larga, basandose en el largo de los grupis. &l largo y el nivel
de saturacién de las cadenas acilo unido a la pr@seo ausencia de
sustituyentes oxo o hidroxilo en la posicién C-3 dieha cadena, provee
variaciéon y especificidad para la comunicacion garorum sensingen una

poblacién bacteriana mixta.

Con bajas densidades de poblacion, el gen que s®pl@ enzima Luxl para
la sintesis de autoinductor, posee un nivel basalespresiéon, que resulta
en la produccién de pequefias cantidades de molécsiédial autoinductor
que difunden fuera de la célula y se diluyen innagdimente en el medio
circundante. Un incremento de la poblacion bacteaiaresulta en una
acumulacion gradual de autoinductor alrededor des laélulas. El

autoinductor activa especificamente una proteirgul@dora transcripcional
(LuxR) por unién a ella (Fig. 5). Los reguladorestiaados interactian
entonces, con secuencias blanco de ADN (daj@ y aumentan o bloquean
la transcripcion de genes regulados gprorum sensingque resulta en la
activacién sincronizada de ciertos fenotipos en ypuodblacién bacteriana
(Gonzalez J. E., Keshavan N. D., 2006).
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Fig. 5. Representacion esquematica delorum sensindgacteriano (Gonzalez J. E.,
Keshavan N. D., 2006).

Ademas de las bien caracterizadas moléculas seffi@onoides, factores
Nod y exopolisacaridos) que estan implicadas eprelceso de nodulacion,
las AHLs producidas pogquorum sensingacteriano pueden incluirse ahora
en la lista de sefiales simbidticas. iorum sensingha sido relacionado
recientemente con varios fendmenos que incluyenieficia de nodulacion,
desarrollo del simbiosoma, produccion de exopolé&satos y fijacion de
nitrégeno, todos ellos importantes para el estaihéento de una simbiosis
satisfactoria (Gonzalez, J. E., Marketon M. M., 300

Diferentes especies bacterianas pueden producimissnas AHLs o AHLs
con estructuras y propiedades similares, lo queenggque la comunicacién
cruzada entre poblaciones ocurre y es evidente ejuguérum sensingvia
AHLs es mas comun entre bacterias que se asociphaatas que en las
poblaciones generales de bacterias del suelo (S#m€ontreras Met al.,
2007).

Mientras que todos los otros rizobios que fijanrégeno caracterizados
hasta aqui utilizan las AHLs para mediar una respaelquorum sensing
B. japonicumaparece como unico, ya que utiliza otro tipo deoanuductor
para mediar dicha respuesta (Fig. 6).
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Fig. 6. Quorum sensingnB. japonicum(Gonzéalez, J. E., Marketon M. M., 2003).

Algunos trabajos mostraron que los genesd parecen ser reprimidos en
altas densidades celulares, sugiriendo un fenémdaogquorum sensing

pero a la fecha no se ha encontrado evidencia @elyociéon de AHL. Este
control dependiente de la densidad de poblaciéreparestar mediado por
una molécula sefal extracelular llamada “factor densidad celular”

(CDF). La estructura quimica del CDF fue elucidadacientemente vy
también se lo designa como bradioxetina. Esta madBctiene una

estructura similar a ciertos antibidticos y sideyids. Se encontré que la
sintesis de bradioxetina es regulada por el hiemon una produccion
méaxima en condiciones de bajo hierro (GonzélezEJ. Marketon M. M.,

2003).

Trabajos recientes revelaron que algunos organisneagariotas son
capaces de interferir con la comunicacién bacteaigor la produccion de
moléculas sefial, que interactlan con el sistemateseano de quorum
sensing Tales compuestos que interfieren gliorum sensing(QSI) han
sido extensamente investigados por su potencial uemo agentes de

control microbiano (Gonzalez J. E., Keshavan N. 2006).
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El proceso de nodulacidon

La infeccion de la raiz por los rizobios, es un @#so con varias etapas,
que se inicia por una serie de eventos pre-infetaad larizosfera (parte
del suelo inmediata a la raiz). Los rizobios resg@m por quimiotaxis
positiva a los exudados de la raiz de la plantaeynsueven hacia sitios
localizados en la raiz de la leguminosa. Las espedeBradyrhizobiumy
Rhizobiumson atraidos por aminoacidos, acidos dicarboxdipoesentes en
los exudados y por componentes excretados en migsb@ncentraciones,
tales como flavonoides (Fig. 7) (Van Rhlin P., \demleyden J., 1995).

Fig. 7. Estructura general de un flavonoide

Si los compuestos flavonoides secretados por latalaon reconocidos por
los rizobios, en estos ultimos se inicia la trangcron de los genes de
nodulacién: nod, nol y noe (Quinto C., Céardenas L., 2007). La
transcripcion de estos genes, requerida para leesisn de los factores Nod,
es mediada por las proteinas NodD, productos rdguilas de los genes
nodD expresados constitutivamente (Cooper J. E., 20Q0s operones de
los genesnod estan precedidos por un promotor que contiene una
secuencia consenso. A esta secuencia consenso sHarnaa caja de
nodulacién (cajanod) y es reconocida por la proteina NodD (Wang €k.
al., 2001). Una vez activada por los flavonoides, laotpina NodD
modifica su conformacion y permite que la ARN poémsa encargada de
la transcripcion de los genesod realice su funcion. Entonces, la
traduccion de los genesod, da como resultado la produccién de un
conjunto de enzimas encargadas de la sintesis yresgin de los
denominados factores de nodulacion (factores Nodistos son

lipoquitooligosacaridos, que consisten de una cadeentral de residuos N-
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acetil-D-glucosamina con uniongsl,4, en los cuales el azucar terminal no
reductor esta N-acetilado con un acido graso. Lastdres Nod pueden
estar modificados quimicamente con grupos acetatdfato o carbonilo, o
pueden tener diferentes azucares, tal como arabinosanosa, fucosa o
fucosa sustituidas (Fig. 8). La ubicacién de esdastituciones resulta en
factores Nod especificos, que son reconocidos poa deguminosa
particular (Hirsch A. M.et al.,, 2001).

H
Acetate
Sulfate

H Fum-m
Mathylfucoss
Acatyl suﬂo!mnfllunnu

Acutyl-methylfucose
D-Jl..rl::nutl

Carbamoyl

o
H s« -7
|ml'l'lu'll'||/ ’/-"\

H
Acyl group: |m-.-|l
18C L
16C
s
(varied
unsaturation)
Non-reducing end Reducing end

Fig. 8. Estructura general de los factores Nod (Long S. F0.96).

Los factores Nod especificos secretados a la ried@spor el rizobio, al ser
reconocidos por la planta huésped, inducen a commaeiones del orden de
picomolar (lo que indica una actividad mediada peceptor), una serie de
cambios morfoldgicos y fisiolégicos en los pelosligales de la planta, que
son células tubulares desarrolladas a partir decksilas mas externas de
la raiz, que le permiten aumentar su superficieathsorcion para adquirir
nutrientes. Dentro de las respuestas inducidaserseuentran cambios en
los niveles del influjo y eflujo de ciertos ionesmo calcio, cloro, potasio
y protones, a través de la membrana del pelo rdd{paoduciendo su

despolarizacién) y cambios en el pH intracelulat, celal se hace mas
alcalino en respuesta a los factores Nod. Ademassten rearreglos en los
microfilamentos de actina y de los microtubulos téeisqueleto) en

respuesta a estos factores. También hay un increanen la expresion de

un gran numero de genes de la planta, entre los spuéncluyen aquellos

13



gue codifican proteinas llamadas nodulinas, laslesiestan involucradas
en el desarrollo y funcionamiento del nédulo. Haodnlinas tempranas que
se expresan en las primeras etapas de la interacziibiotica, antes de la
fijacion de nitrogeno, y nodulinas tardias que soanscritas una vez que se
ha iniciado la fijacion denitrogeno. Los genes que codifican las nodulinas
tempranas participan en la organogénesis del nddimiciando con la
formacién de primordios. El primordio es el resulta de la divisidon
continua de las células del cdértex, las cualesa@an®@n un proceso de varias
divisiones, dando lugar a la formacion de un grujmcélulas a las cuales
se les ha llamado primordio de nédulo. Todas laspuestas mencionadas

se inducen en ausencia del rizobio (Long S. R.,6)99

Para que la bacteria se adentre en el pelo radiclkhégue al cortex de la
raiz, se requiere de la formacién de una nuevauestira conocida como
hilo de infeccion el cual se forma mediante el estimulo continud de
rizobio y los factores Nod. El hilo de infeccion @ma estructura tubular
que se forma con material de la pared del peloagaldipreviniendo de esta
manera el contacto directo entre el citoplasma decélula vegetal y el
rizobio, y en consecuencia, la respuesta de defaleséa planta. Los pelos
radicales son células con crecimiento polarizado, que significa que
solamente crecen en su parte apical. El primer tefemorfoldgico
producido por los factores Nod, previo a la fornfatidel hilo de infeccién,
es un hinchamiento en la zona apical del pelo queneualmente da lugar a
un enroscamiento del mismo, el cual ayuda a “atraplas bacterias
localizadas en esta zona y generar un nuevo sigoctecimiento, ahora
hacia adentro del pelo, en forma de tunel (hilo idéeccion) que crece
desde el apice del pelo hasta la base del mismd, ks bacterias se
desplazan dentro del hilo de infeccién e incluso dividen en su
trayectoria al interior del pelo; cuando éstas Hedginalmente a las células
del primordio de nddulo, el cual se ha formado paavente, los rizobios
son exocitados (liberados) del hilo de infeccional mismo tiempo son
endocitados (atrapados) por las células vegetales fqrman el primordio,
dando lugar a la formacién de estructuras membmnajue contienen
intracelularmente a las bacterias, llamadaenbiosomas Cuando los

rizobios se encuentran dentro de la célula vegetdten diversos cambios
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morfolégicos, esenciales para la nueva funcion daa adquirido. Estos
cambios incluyen, entre otros, un aumento en elai@onde las células y una
diferenciacion de la bacteria a un estadob@eteroide en el cual ocurre la
fijacion del nitrogeno atmosférico. Durante esteo@#so, la expresion de
las nodulinas tardias se incrementa, jugando urepapy importante en la
fisiologia del nddulo; tal es el caso de la leghghodina, cuya funcién es
la de mantener bajas las tensiones parciales dgemd, lo que crea un
ambiente microanaerobico que permite a su vez kavadkad de la enzima
nitrogenasa del bacteroide y la fijacién bioldégidal nitrégeno atmosférico
(Quinto C., Cardenas L., 2007).

Junto con los factores Nod, otros componentes b&tes han sido
implicados en la adhesion bacteriana, formacionxyension del hilo de
infeccion, liberacion de la bacteria dentro de ke&ulas del nédulo y su
diferenciaciobn en bacteroides. Entre estos compteentienen un rol
relevante los polisacaridos bacterianos (Lepek .Antuono A., 2005), vy

ciertas proteinas.

Componentes bacterianos adicionales requeridos parana

simbiosis efectiva

Los rizobios sintetizan diferentes clases de pal&saos que, también, son
necesarios para la formacion de nédulos simbiétiearm efectivos:
exopolisacéaridos (EPS), polisacaridos capsulareBPSK lipopolisacaridos

(LPS) y glucanos cilclicos.

Atendiendo a su interaccién con la célula micral@iaestas moléculas se

pueden agrupar en tres categorias (Fig. 9):

v" Moléculas que se encuentran en el espacio periplkdsm los
cicloglucanos.

v" Moléculas formando parte de la membrana externa:UBS y los KPS.
v' Moléculas que se encuentran normalmente en el extele la bacteria:
los EPS. Pueden formar una capa mas o0 menos egtadd, asociada a la
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célula microbiana, en cuyo caso constituyen la cé@so glicocéliz; en
otras ocasiones pueden encontrarse completamerteesli en el medio
(Bedmar E. Jet al.,, 2006).

Periplasmic —
eriplasm Paptidoglyean

.\"!"'::-LL' = | .'|1

Fig 9. Representacién esquematica de los polisacaridosemeeanos de superficie.

OM:outer membrane (membrana externa); IM: intermembrane (membrana interna)
(Lepek V., D’Antuono A., 2005).

. EPS. productos bacterianos extracelulares abundantes gparecen
libres en el medio, 0 que se asocian mas o menestdmente a la célula
bacteriana. Son heteropolisacaridos formados poa wmidad repetitiva
constituida por residuos de hexosas tal como glacamlactosa, manosa,
ramnosa, acido glucurdénico y acido galacturénicogn csustituyentes
piruvil, acetil, succinil e hidroxibutanoil. Gendmente son iguales para
todas las cepas de la misma especie. Las colonéaksl cepas del género
Rhizobiumson mucosas por la cantidad de exopolisacaridos gnoducen,
mientras que las d&inorhizobiumy de Bradyrhizobiumno presentan una
elevada mucosidad. No obstante, la cantidad de spchridos que se
producen, asi como su acetilacion o metilacién, een de la
composicién del medio de cultivo (Bedmar E.el.al., 2006).
Tradicionalmente, se pensO que tenian una funciénespecifica en la
adquisicién de nutrientes, union a las superficigpspteccion frente a
estreses ambientales y patogénesis. Sin embargabajos recientes

mostraron que tienen un rol importante en el desldordel nédulo de la
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raiz, en particular, en la invasién del nédulo ansimbiosis entre rizobios

y leguminosas.

Una de la funciones atribuidas a los EPS, es laapoizpcion del
citoesqueleto del pelo de la raiz, influenciandolanextension del hilo de
infeccion. Otros autores sugieren una funcion comadulador negativo de
la respuesta de defensa de la planta (Lepek V.,mduAno A., 2005).

ParaS. meliloti fueron descriptos dos EPS diferentes, el succircaglo,
EPS | y el galactoglicano, EPS Il (Fig. 10).

(ExoA | | ExoY |
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Fig. 10. Estructuras de algunos EPS de interés (Frayssethl, 2003).

Los EPS I, EPS Il y KPS (de masa molecular baja)Sdemeliloti fueron

descriptos como necesarios para la extension del ¢h¢ infeccion, aunque
los tres no tienen la misma eficiencia en la proimacde este proceso. Los
EPS IlI, qgue normalmente no se producen en vidaelitgu produccidon se
induce en escasez de fosfato), pueden sustituirEBS | en aquellos
mutantes incapaces de sintetizarlo, pero la noddladptima se obtiene

cuando se encuentra presente el succinoglicanorBedc. J.et al., 2006).
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. KPS: rodean a la bacteria y constituyen una matrizraidda, la cual
confiere resistencia a condiciones de desecaciéntré otras funciones), a
menudo encontradas en el ambiente de la rizosfera.

Estos polisacaridos contienen una alta proporcid@ &ido 3-deoxy-D-
mano-2-octulosonico (KDO) y son estructuralmenté&lagos a un subgrupo
de antigenos K encontrados &scherichi coli La variabilidad estructural
de estas moléculas, entre distintas cepas, es newnyada. Parecen ser las
principales responsables de la diversidad antig&rde Sinorhizobiumy, a
veces, una misma cepa puede producir mas de undepkPS (Bedmar E. J.
et al.,, 2006). La produccién de uno o mas KPS puede dagendiente de

las condiciones de cultivo de la célula.

Como los KPS estan localizados directamente alredetk la membrana
bacteriana, su implicancia simbidtica comienza desgpdel primer contacto
entre el simbionte microbiano y el hospedador. Tembes posible que los

KPS sean mediadores de tal contacto.

El rol de los polisacéaridos antigeno-K ha sido es$aulo extensivamente
sb6lo en la simbiosisS. meliloti / alfalfa. Aparentemente, actua de dos
formas: una activa (sefal) y otra pasiva. Primegloantigeno-K puede estar
implicado en la proteccion de la bacteria contraodurctos de defensa
naturales de la leguminosa o frente a microorgamisntal como fagos. El
rol pasivo puede asignar al polisacarido capsularrango de hospedador
determinado, el simbionte correcto es resistentasadefensas de la planta
hospedadora, mientras que otro rizobio no lo es. r&l activo del
polisacarido antigeno-K parece afectar la promocida la iniciacion y

desarrollo del hilo de infeccion (Fraysse &t al., 2003).

. LPS: glucolipidos anfipaticos complejos, especificoe dada cepa.
Estructuralmente pueden dividirse en tres dominiégido A, que ancla el
LPS a la membrana plasmatica, oligosacarido nu¢{@dN), con KDO (acido
3-deoxy-D-mano-2-octulosonico) y una cadena conact@mo antigeno O
(Fig. 11).
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Fig. 11. Esquema general de los LPS (FraysseeNal, 2003).

Una caracteristica comun a todos los LPS rizobiapetudiados hasta la

fecha es la presencia de un acido graso de caderyalanga.

El lipido A tiene de 4 a 6 restos de 3-hidroxiacdwnidos a un disacarido
de galactosamina, que puede estar o no fosforiladanido a un acido
uronico (Bedmar E. Jet al., 2006).

Respecto al ON, la primera estructura resuelta detamente,
correspondio a la cepa CE3 dRe etli. La molécula consta de tres residuos
de KDO , tres de acido galacturdnico (GalA), unomanosa (Man) y uno
de galactosa (Gal). Esta unido al lipido A mediaote® de los KDO y otro
de estos residuos ocupa la posicion terminal endéose une el antigeno O.
Los grupos carboxilos de GalA (carga negativa) pi¢éem unir las
moléculas de LPS mediante cationes divalentes, y astabilizar la
membrana externa (Ormefio-Orillo E., 2005). Estat@ade la molécula

presenta poca variaciéon estructural entre los dis8 rizobios.

El antigeno O es la parte mas variable de la mdEde LPS. Presenta una
unidad repetitiva que puede ser un monosacaridonooligosacarido de
hasta cinco residuos, que pueden ser azuUcares oc®muoomo glucosa
(Glc), arabinosa (Ara) y manosa (Man), sin embarmg® muy comun la

presencia de deoxihexosas y aminoazucares.
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El antigeno O puede no estar presente en algunpscéss e incluso en
algunas cepas de una misma especie. Cuando estmsugeneralmente las
colonias presentan una apariencia rugosa y el LRRlycido se denomina
LPS rugoso o LPS Il, mientras que las moléculas @rtigeno O son
[lamadas LPS liso o LPS | (Ormefo-Orillo E., 2005).

En general, las alteraciones en la estructura ¢elBS, se traducen en la
produccion de noédulos inefectivos, o en el bloqudel proceso de

infeccion.

La evidencia actual es que los LPS participan enpelceso simbidtico
tanto en la infecciobn como en el mantenimiento Bekteroide, y que su
papel fisiolégico estaria relacionado con la praiéa de la bacteria ante
las reacciones defensivas de la planta (por ejemf@lomelilotiinhibe la

produccion de peréxido de hidrégeno inducidaMnsativad. Los cambios
estructurales en los LPS serian importantes, o para el proceso
simbiotico dependiendo de la naturaleza exacta ake dambios y del par

rizobio-leguminosa que se considere (Bedmar Eetdl., 2006).

. Glucanos ciclicos se encuentran fundamentalmente en el espacio
periplasmico donde desempefian un importante papdheadaptacion de la
bacteria a condiciones hipoosmoéticas. Tambien agame en menor
concentraciéon en el medio de cultivo, particulartreeruando la bacteria
crece en condiciones hiperosmoticas. Hay dos tiglestintos de estos
cicloglucanos:

v Glucanos ciclicosp-(1,2), o ciclosofarosas, de 15 a 30 residuos de
glucosa, que pueden estar sustituidos por restaxisilo, fosfocolina o
fosfoglicerol, lo que confiere un fuerte caractemi@ico. Se han
encontrado en los géner&norhizobium Mesorhizobiumy Rhizobium

v Glucanos ciclicos con enlacés(1,3) yp-(1,6) en la misma molécula,

y de unos 10-13 restos de glucosa. Se han encoomteadradyrhizobiumy

en Azorhizobium También pueden presentar sustituyentes como la
fosfocolina.

No se han descrito diferencias estructurales sigatfvas de estos glucanos

a nivel intragenérico, por lo que se puede descagte tengan algun papel
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en procesos de reconocimiento especifico. El paelos cicloglucanos en
la simbiosis es complejo, y pueden desempefiar difegs funciones, o
ninguna, en distintos sistemas rizobio-leguminodan el caso de la
simbiosis B. japonicumsoja, el papel de lo$-(1,3), B-(1,6) glucanos es
inhibir la respuesta defensiva de la planta anteirdgasion bacteriana
(Bedmar E. Jet al, 2006). Algo similar ocurre en la simbios& melilott

alfalfa.

Electroforesis de lipopolisacaridos(LPS)

Los LPS se pueden estudiar mediante electroforesrisical en presencia de
detergentes como el dodecil sulfato de sodio (SDE).estas condiciones
las moléculas se separan por el tamafo, desplaz®endoas en el gel las
moléculas méas pequefias. Dada la estructura de RS, Isus diferencias en
el tamafio se deben a diferencias en la longitud detigeno O. Por
consiguiente, las moléculas con antigeno mas pegseimueven mas en el
gel, mientras que las moléculas con mayores antige® quedan mas
retenidas. Cuando se someten a electroforesis LdlRStamafio variable, lo
qgque implica la presencia de antigeno O de divelsagjitudes posibles, se
originan unos perfiles caracteristicos formados paoa serie de bandas en
forma de escalera de mano. Los LPS rugosos origi@marna electroforesis
una unica banda, de elevada movilidad mientras tpge LPS lisos, con

antigeno O, dan lugar al tipico perfil con forma escalera de mano.

En el perfil electroforético de los LPS dradyrhizobium predominan las
formas con antigeno O. Sin embargo 8imnorhizobiumy en Rhizobium
aparece una gran banda de elevada movilidad, aiéasg denomina LPS-II,
gue se asemeja a la forma rugosa esto es, sintédeamo O, y una pequefa
serie de bandas de menor movilidad, generalmenteontiarias, y que se
denominan LPS-I. EI LPS-I d&. meliloti corresponde a la agregacion de
moléculas de LPS de tipo rugoso, esto es, sin ¢igamo O, que al formar

agregados presentan menor movilidad electroforéti€a este caso, cada
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peldafio de la escalera corresponderia a un diferestado de agregacion.
El analisis electroforético de los LPS se ha emgbeaentre otras cosas,
para buscar alteraciones de estas moléculas bdpratites condiciones de
crecimiento, como salinidad, por ejemplo. ElI probke de estas
aproximaciones es que los cambios en el perfil de LPS no se pueden
relacionar con modificaciones estructurales de mmismos, por lo que las
observaciones se quedan a un nivel meramente fenolagico y son de
dificil interpretacion (Bedmar E. &t al., 2006).
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El presente trabajo de tesina se enmarca en elgotoyde investigacion
N° 70 del Departamento de Quimica de la FacultadCiencias Exactas y
Naturales, titulado “Qorum sensingcomo componente de regulacion de la

simbiosis rizobio-leguminosa, en cultivos con ddate densidad celular”.

HIPOTESIS

La hipoOtesis de este trabajo es que los distintogles de densidad celular
alcanzados por cultivos rizobianos, inducirian urespuesta fisioldgica
diferente, en relacion con la sintesis de compoesgnbacterianos, tales
como exopolisacaridos (EPS), polisacariods capsasdar (KPS),

lipopolisacaridos (LPS) y proteinas totales.

OBJETIVOS

El objetivo de este trabajo es: conocer si las diades celulares
alcanzadas por los cultivos rizobianos en diferenpeintos de la curva de
crecimiento afectan la produccion de componentesindgortancia para el
establecimiento de la simbiosis tales como EPS, KBBS y proteinas

totales.
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MATERIALES Y METODOS

Microorganismos

Para el desarrollo de este trabajo se utilizaros Isiguientes cepas:
Bradyrhizobium japonicunE-109 y Sinorhizobium melilotiB-399, cedidas
gentilmente por el Ingeniero Agronomo Alejandro Reari del IMyZA,
INTA Castelar.

Medios de cultivo

Para los recuentos en placa y la conservacién d&e distintas cepas se

utilizé el medio de cultivo YEM indicado en la tabll:

Componentes Concentracion
Manitol 10g /L
KH2POq4 0,5g/L
MgSO, 02g/L

NacCl 0,1g /L
Extracto de levadurja 0,4g/L
Agar 15g/L
Rojo Congo (0,25 %) 10mL /L

PH del medio: 6,8-7

Tabla 1: Composicién del medio de cultivo YEM,
utilizado para el desarrollocgnservacion de las

distintas cepas.

Los medios de cultivo utilizados para los ensayesséleccion de medios se

muestran en las siguientes tablas:
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. Medio minimo MSM (Brown y Dilworth, 1975):

Componentes Concentracion
Solucion stock A 50mL /L
Solucion stock B 0,5mL/L

Fuente de N 2mL /L

Buffer HEPES 4,766 g/ L

Tabla 2: Composicién del medio minimo MSM utilizado

para ensayos de seleccién de medios.

Fuente de N (solucion de NHCI 10 mM en el medio).

Fuentes de carbono: Sacarosa o Manitol, concendmaéD mM en el medio.

Para preparar medio so6lido se agreg6 agar en cdanx@on 15 g/ L.

pH del medio: 6,8-7.

Solucién stock de sales (A):

Componentes Concentracion
MgSO,. 7H,0 0,25 g /L
NacCl 0,2g/L
CaCk. 2H,0 0,02g/L
K2HP Oy 0,056g/L

Tabla 3: Composicién de la solucion stock A.
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Solucién stock de vitaminas y minerales (B):

Componentes Concentracion
FeEDTA 15g/L
NaMoO,  2H,0 0,23g/L
H3BOs3 0,25¢g /L
MnSQO, . H,O 0,14g/L
CaCk . 6H,0 0,001 g/L
Timina-HCI lg/L
Pantotenato de Calcio 2g9g/L
Biotina 0,001 g/L
CuSQy. 5H,0 0,02g/L
ZnSOy. 7H,0 0,16 g/ L

Tabla 4: Composicion de la solucion stock B.

Medio minimo M9 (Sambrook Xt al., 1989):

Componentes Concentracion
Solucion de sales 5X 200 mL / L
MgSO, 0,493 g /L
CacCl 0,015¢g/L
Fuente de C 20 mL de una Sc. al 2(

Tabla 5. Composicién del medio minimo M9.

Solucion de sales 5X:

Componentes Concentracion
NayHP O4.7H0 649g/L
KH,;P Oy 15g/L
NaCl 259/ L
NH,4CI 59g/L
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. Medio rico 20 E (Werner Det al., 1975):

Componentes Concentracion
KH,PO, 86 mg /L
K2HP O, 87 mg /L

MgSO, . 7H,0 370 mg / L

CaCl. 2 O 73,5mg /L

KNO3; 506 mg /L
FeSQ. H,O 6,95 mg /L
EDTA (di sédico) 9,3mg /L
NaMoO,. 2 H,O 4,84 mg /L
Glicerol 4,6 mL/L
Manitol 1,82g/L
Extracto de levadura 2g9g/L

pH del medio: 6,8-7
Tabla 7: Composicion del medio de cultivo 20E,

utilizado para ensayos de seleccion de medios.

Condiciones de operacion

El cultivo de los microorganismos se realiz6 enadacde agitador rotatorio,
a 250 rpm y 2,5 cm de excentricidad, en cuarto festu 30 °C, hasta que se
alcanzaron distintas densidades celulares.

Tanto el material utilizado como los medios de owdtse esterilizaron en
autoclave a 121 °C durante 20 minutos.

Las vitaminas y el NHCI que se utilizaron para preparar el medio minimo
MSM se esterilizaron por filtracion, con filtros Misart de 0,22 um y se
agregaron, en condiciones de esterilidad, después dicho medio se
esterilizé en autoclave.

Para todas las determinaciones se realizaron desay@s independientes
(uno para fase exponencial y otro para fase estei@a de crecimiento) con

tres repeticiones cada uno.
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Conservacién de microorganismos

Para cada cepa se prepararon 3 placas de Petrinmaxho YEM agarizado
(tabla 1), las cuales fueron sembradas con un guepide tubos que
contenian las diferentes cepas. En estas placasoldavieron colonias
aisladas que se utilizaron para conservar los mioganismos, segun las

técnicas que se describen a continuacion:

. Agar inclinado (conservacion a corto plazo): se prepararon 5 tubms
medio YEM agarizado (tabla 1). La siembra se re@l@or repique de las
colonias aisladas obtenidas en las placas y serdejarecer en cuarto estufa
durante diferentes tiempos, segun el microorganis@wando se alcanzd un
buen crecimiento, se cubrié la tapa con papel fiimse guardaron en
heladera a 4 °C.

. Congelacién (conservacion a largo plazo): se prepararon do<uhas
por cepa, los cuales fueron sembrados con reppi¢as colonias aisladas
obtenidas en las placas anteriormente mencionadasos inoculos se
cultivaron distintos tiempos, segun el microorgants Se tomd una muestra
para determinar la homogeneidad del cultivo medeanvbservacion
microscopica. Luego se colocé en tubos eppendoef,agregd glicerol al
20% como crioprotector, se cubrio la tapa con pdjplel y se guardaron en

freezer a —20 °C.

Determinacion del crecimiento microbiano

Se tomaron muestras a distintos tiempos durantecrelcimiento de los
diferentes microorganismos, sobre las cuales seerdeéh6 el crecimiento

microbiano por las técnicas que se describen ainaatién:

. Determinacion de la densidad 6ptica se midi6 en base a
determinaciones de Densidad Optica a una longitedomda de 550 nm,

utilizando un espectrofotometro Metrolab 1700 UVsi\kble de simple haz.
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Las determinaciones se realizaron en celdas deiwid€omo blanco se
utilizé agua destilada. Las muestras se diluyeromando fue necesario. La

densidad 6ptica se expres6 como Unidades de Dedsijstica (U. D. O).

. Determinacién del niumero de células viablesmétodo de dilucion y

plaqueo. Se realizaron diluciones seriadas de laggstras, hasta a obtener
una dilucién con una concentracién entre’?010° células / mL. Con las

diluciones asi obtenidas se sembraron placas, ajl@sluego se le adiciono
medio YEM agarizado. Estas se colocaron en cuastaifa a 30 °C durante
un tiempo determinado, dependiendo de cada cepaiegd se contaron
aquellas placas cuyo numero de colonias estuvoeeB0 y 300. En este
meétodo se considerd que cada célula viable forma cwolonia (Koch, A. L,

1981).

Procesamiento de los cultivos bacterianos

Se tomo, tanto en fase exponencial como en fasacestaria de crecimiento
de los diferentes microorganismos, el volumen dedimenecesario para
obtener entre 1¢ — 10 ° células totales. Dicho volumen se centrifugé 10
minutos a 6 °C y 10000 rpm, en centrifuga refrigkraHitachi Himac
CR22G. ElI sobrenadante obtenido se  utilizé para edsinar
exopolisacaridos (EPSs). El pellet se resuspendid@ mL de NaCl 0,5 M,
se agité vigorosamente en vortex durante 1 minutosey centrifugd a
velocidad maxima otros 10 minutos, en centrifugddeomodelo 2036. Este
segundo sobrenadante se utilizo para determinaispoéridos capsulares
(KPSs). El nuevo pellet se resuspendié en 2 mL deaaMili Q, de los
cuales 1 mL se utilizé para determinar lipopolisadas (LPSs) y el otro mL

se utilizé para determinar proteinas celulares lega
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Determinacién de exopolisacaridogEPSS)

Para determinar el contenido de EPS en las muesteastilizo el protocolo
descrito por Skorupska Aet al. (1985).

Se colocaron en tubos falcon 10 mL del sobrenadgot#enido como se
describié en el apartado anterior), se adicionaB®nmL de etanol al 95 %
frio (proporcion 1 : 3 de muestra / alcohol) y sey@toda la noche a —20°C.
Luego, se transvaso6 todo el volumen a tubos derérigta Hitachi Himac

CR22G y se centrifugdé a 14000 rpm durante 25 misuaouna temperatura
de 2 °C. EIl pellet se dej6 toda la noche en estafd87°C. Luego se
resuspendio en 1,5 mL de buffer fosfato salino (@mexo 1). Por ultimo, se
determinaron cuantitativamente las hexosas por @lomio de Antrona, y las
proteinas en el pellet celular por el método de doad. Los resultados se

expresaron como mg de hexosas / mg de proteinas.

Determinacién de polisacaridos capsulare$KPSs)

Para determinar el contenido de KPS en las muesteastilizo el protocolo
descrito por Skorupska Aet al. (1985).

Se colocaron en tubos falcon 10 mL del sobrenadgot#enido como se
describi6 en el apartado: Procesamiento de cultivimscterianos), se
adicionaron 30 mL de etanol al 95 % frio (propomid:3 de muestra /
alcohol) y se dejo toda la noche a —-20°C. Luegotimnsvaso todo el
volumen a tubos de centrifuga refrigerada Hitachimbc CR22G y se
centrifugd a 14000 rpm durante 25 minutos a unapemtura de 2 °C. El
pellet se dejo toda la noche en estufa a 37°C. buseg resuspendio en 1,5
mL de buffer fosfato salino (ver Anexo 1). Por o, se determinaron
cuantitativamente las hexosas por el método de @mdr y las proteinas en
el pellet celular por el método de Bradford. Losubdados se expresaron

como mg de hexosas / mg de proteinas.
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Determinacion de hexosas

Para determinar la concentracién de hexosas se&Giglumétodo de Antrona
descrito por Dische (1962).

Se tomaron 0,5 mL de la solucion problema y se cé6len hielo durante 10
minutos. Pasado este tiempo se agregaron 2,5 mLre&t¢tivo de Antrona
(ver Anexo I), por las paredes tratando que vayd&oaldo sin mezclarse con
la fase acuosa. Se mezcl6 con agitacion enérgisa golocé rapidamente 10
minutos en bafio a 100 °C. Luego, se pasO a hielarde 5 minutos, se
estabilizé a temperatura ambiente otros 5 minutopoy ultimo se midid

absorbancia a 620 nm en espectrofotdémetro Metrdla®0 UV-Visible.

Se preparé un blanco, agregando 0,5 mL de aguaugarl de solucién

problema. También se realizé un tubo testigo coa s8nlucion de galactosa
de 0,6ug / puL.

A partir de una solucién madre de galactosa, deceatracién 2 mg / mL, se

prepararon una serie de patrones para construircumaa patron.

Extraccién de lipopolisacaridos(LPSs)

Para realizar la extraccion de los LPS se siguidpedtocolo descrito por
Hitchock y Brown (1983).
En un tubo eppendorf se coloc6 1 mL de muestra, ceatrifugé en
microcentrifuga a velocidad maxima 10 minutos y skescarto el
sobrenadante. El pellet se resuspendio enl56e buffer lisis (ver Anexo I)
y se calenté 10 minutos en bafio a 100 °C (se pinehtapa del eppendorf
para evitar que se genere presion en su interice ydestape). Pasado este
tiempo se sacO del bafo, se dej6 enfriar a tempeaatambiente, se
agregaron 10L de Proteinasa K (ver Anexo |) y se incub6 1 herabafo a
60 °C. Se retir6 del bafo, se estabilizO6 a tempaeatambiente y se
centrifugé 15 minutos a velocidad méaxima. Luego, teenaron 5@L del
sobrenadante, se colocaron en un nuevo eppendsd ggregaron 1QQ. de
buffer muestra (ver Anexo |). La muestra asi obtense guardo en freezer
hasta el momento de la siembra en el gel.
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Electroforesis en geles de poliacrilamida para lippolisacaridos

(LPSs)

Para obtener el perfil de LPS en geles de poliaomida se siguio el

protocolo descrito por Laemli (1970).

Se prepararon dos geles: el concentrador (o deaapédnto), que como su
nombre lo indica, concentra la mezcla y el separgadode corrida).

Antes de comenzar el armado de los geles, se linopidos vidrios con

alcohol. Una vez secos se ajustaron con los sopgorBara probar que no
hubiera pérdidas se agregaron unos mililitros daaag.uego se descartd el
agua y pasando un papel absorbente entre los Wdsi® eliminé el agua
remanente.

El gel separador se prepard segun se muestra eabla 9:

Solucién Gel separador
(T: 16,5%; C: 6%)"
Agua Mili Q 2,3 mL
Buffer del gel 3,32 mL
Glicerol 1,04 mL
Stock acril / bis 3,32 mL
APS (10%) 40 puL
TEMED (10%) 40 pL
Volumen Total 10mL

Tabla 8: Composicion del gel separador para electrofore€d 8S (ver Anexo I).
" La concentracién de acrilamida (% T) representgeicentaje en peso del monémero
total empleado (acrilamida + entrecruzador en granmor 100 mL) y determina la
longitud promedio de la cadena del polimero. La cemtracion de bis-acrilamida (% C)
representa el porcentaje de este mondémero en el yg determina el grado de

entrecruzamiento.

Se colocd esta solucion, cuidadosamente, entrevidsios dejando 1,5 cm
de distancia entre la solucion de acrilamida y erw de menor tamaio.
Luego de afiadido el gel separador, y previo a ldnp@rizacion, se agrego
suavemente agua destilada para evitar que el badelegel polimerice de

manera irregular.
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Adgue

Gel de corrid

Una vez polimerizado el gel separador se descaltéagua. Luego se

prepard el gel concentrador como se muestra emabsatlO0:

Solucion Gel concentrador
(T: 4%; C: 3%)
Agua Mili Q 4,2 mL
Buffer del gel 1,5 mL
Stock acril/bis 0,5 mL
APS (10%) 150 pL
TEMED (100%) 7,5 uL
Volumen Total 6,36 mL

Tabla 9. Composicion del gel concentrador para electrofosedé¢ LPS (ver Anexo ).

Se agregd suavemente el contenido del gel concdatrasobre el gel
separador ya polimerizado y se colocd cuidadosamehtpeine de modo tal
que no se formen burbujas.

Gel concentradt

bt

Una vez polimerizado el gel concentrador se sacdosnvidrios del soporte

y se colocaron en la cuba de electroforesis Biovhdiprotean Ill. Luego se
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agreg6 buffer catodo (ver Anexo 1) en la parte cahtde la cuba (entre los
vidrios) y el buffer &nodo (ver Anexo |) se agrega la parte exterior. A
continuacion, se quité cuidadosamente el peine ppra queden libres las
calles del gel. Se enjuagaron con buffer catodaegglo se sembraron con 10
pL de muestra (tratadas como se describié anteriotee Las condiciones
de corrida fueron de 30mA (constante) durante 2akofo hasta que el frente

de corrida se observo al final del gel).

Revelado de los geles de lipopolisacéaridos (LPSs)

El revelado de los geles de LPS se realiz6 medidinteion con nitrato de

plata siguiendo el protocolo descrito por HitchociBrown (1983).

Una vez finalizada la corrida, se retiro el gel lds vidrios, se sumergio en
soluciéon fijadora (ver Anexo |) y se dejo toda lacane. Luego se lavo
durante 1 minuto con agua Mili Q y se colocé enuzddbn oxidante (ver

Anexo |) por 5 minutos. Seguidamente se lavo treses durante 10 minutos
con agua Mili Q y se colocd en oscuridad la solucide tefiido (ver Anexo

). Por daltimo, se lavdé 2 veces con agua MiliQ, s@regd solucion

reveladora (ver Anexo |) y se agitdo hasta aparicide las bandas. Para
detener la reaccion se agreg6 acido acético dilfwxr Anexo 1).

Extraccion de proteinas celulares totales

En un tubo eppendorf se coloc6 1 mL de muestra ycsatrifugd, en
microcentrifuga Centrifugue 5414, a velocidad maaimi0 minutos. Se
descartd el sobrenadante. El pellet se resuspeadndl mL de NaCl 0,85 %
(ver Anexo 1). Luego se centrifugdé 10 minutos encnoicentrifuga a
velocidad maxima. Se descarto el sobrenadante.eHepse resuspendidé con
0,5 ml de tampdn de extraccion (ver Anexo |) y sntrifugé nuevamente
por 10 minutos en microcentrifuga a velocidad mé&xinSe descartd el
sobrenadante y el pellet se resuspendié en 1 mtadepon de sonicacidn

(ver Anexo 1). Luego se sometio la muestra a laidocde 3 pulsos de
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sonicador KONTES Microsonic Cell Disrupter, de 3@gsindos cada uno
(manteniendo las muestras en hielo). A continuacidas muestras se
centrifugaron 10 minutos en microcentrifuga. Debsmnadante se tomaron
100 puL para cuantificar proteinas por el método de Boadfy el resto se

guardd en freezer hasta el momento de la siembral eyel.

Determinacion de la concentracion proteica

Para cuantificar la concentracion de proteinas legks totales en las
muestras se siguid el protocolo descrito por BradfoM. M. (1976),
utilizando seroalbimina bovina (BSA) como patrom®ico.

Del sobrenadante obtenido después de sonicar lasstmais, se tomaron 100

uL y se colocaron en un nuevo eppendorf.

A partir de una solucion madre de seroalbumina bhav{ver Anexo 1) se

prepararon una serie de patrones con distintas emtmaciones.

El tratamiento al que se sometié la muestra y lostrgnes (con sus

respectivos triplicados) estéa indicado en la #abl:

B |P1|P2|P4|P6| P8 |P10|Muestra
H,O (pL) 100{ 90 | 80| 60| 40| 20
BSA (uL) 10 | 20| 40| 60| 80 10D
Problema (uL) 100
Reactivo de Bradford (uL) 1000

Tabla 10: Tratamiento realizado a las muestras y patronesiigigdo el micro método de

Bradford (ver Anexol)

Una vez agregado el reactivo de Bradford, tanto hagestras como los
patrones, se agitaron en vortex y se dejaron repok@ minutos. A
continuacion, se midié absorbancia a una longitied ahda de 595 nm en
espectrofotémetro Metrolab 1700 UV-Visible de simphaz, contra blanco

de reactivos.
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Electroforesis en geles de poliacrilamida con doddcsulfato de

sodio (SDS-PAGE) para proteinas celulares totales

Para obtener el perfil de proteinas celulares edahediante SDS-PAGE se
siguio el protocolo descrito por Laemli (1970).

Se prepararon dos geles: el concentrador (o deaapénto) y el separador
(o de corrida).

Antes de comenzar el armado de los geles, se linopidos vidrios con

alcohol. Una vez secos se ajustaron con los sopgorBara probar que no
hubiera pérdidas se agregaron unos mililitros daaag.uego se descartd el
agua y pasando un papel secante entre los vidri@selsmind el agua

remanente.

El gel separador se preparo segln se muestra eabla 12:

Solucién Gel separador
(12%)
Stock acril/bis 10 mL
Agua Mili Q 8,375 mL
1.5 M Tris-HCI (pH: 8,8) 6,25 mL
SDS 10% 0,25 mL
APS 10% 125uL
TEMED 100% 12,5uL
Volumen Total 25 ml

Tabla 11: Composicion del gel separador para electroforess d

proteinas celulares totales (ver Anexo 1).

Se colocd esta solucion, cuidadosamente, entrevidsios dejando 1,5 cm
de distancia entre la solucion de acrilamida y &rio de menor tamafo.
Luego de afiadido el gel separador, y previo a ldnp@rizacion, se agrego
suavemente agua destilada para evitar que el barlegel polimerice de
manera irregular.

Una vez polimerizado el gel separador se descailtéagua. Luego se
prepard el gel concentrador como se muestra eabéatl3:
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Solucién Gel concentrador (4%)
Stock acril/bis 1,3 ml
Agua Mili Q 6,10 ml
0.5 M Tris-HCI (pH:6,8) 2,5 ml
SDS 10% 100 pl
APS 10% 50 pul
TEMED (100%) 10 pl
Volumen Total 10 mL

Tabla 12: Composicidn del gel concentrador para electrofosed@ proteinas

celulares totales (ver Anexo I).

Se agregd suavemente el contenido del gel concdatrasobre el gel
separador ya polimerizado y se colocé, cuidadosdmeal peine de manera
tal que no se formen burbujas.

Una vez polimerizado el gel concentrador se sacdosnvidrios del soporte
y se colocaron en la cuba de electroforesis BioRxdtean Il. Luego se
agreg6 buffer de corrida (ver Anexo |) tanto enparte central de la cuba
(entre los vidrios) como en la parte exterior. Antimuacion, se quito
cuidadosamente el peine para que queden libres cla$es del gel, se
enjuagaron con buffer de corrida y luego se semdod jeringa Hamilton el
volumen de muestra correspondiente a 10p de proteina, diluida con la
cantidad necesaria de buffer muestra (ver Anexo Uas condiciones de
corrida fueron de 200 volt (constante) durante 4aso(o hasta que el frente

de corrida se observo en la parte final del gel).

Revelado de los geles de proteinas celulares totale

El revelado de los geles de proteinas celularesalést se realiz6 mediante
tincion con Coomasie Blue R-250.

Una vez que finalizd la corrida, se retird el ged bs vidrios, se sumergio
en solucién de fijadora (ver Anexo I) y se dejo @olh noche. Luego se lavo

con agua Mili Q, 3 veces durante 15 minutos y sdocOd en solucidon
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colorante (ver Anexo 1) durante 2-3 hs. Por ultinse agregd solucién
decolorante (ver Anexo |) hasta que el fondo ddl ayearecio limpio.

Analisis estadistico de los resultados obtenidos

Para los resultados obtenidos en la determinaciem HPS, KPS vy
concentracién de proteinas celulares totales, ebasncepas, se realizdé un
ensayo ANOVA de una entrada con ar 0,05, en el cual se plantea como
hipotesis nula (Ho) que las varianzas son igualesIp tanto las medias no
difieren al nivel dea elegido y como hipdétesis alternativa ;)Hse plantea
gue las varianzas son diferentes, por lo tantonhesliias difieren al nivel de

a elegido.

Para realizar los calculos se utilizaron las sigués ecuaciones:

« Varianza DENTRO de los grupos?®nus = S°
h
S,-Z: varianza de cada grupo de datos

h: nUmero de tratamientos

e Varianza ENTRE los grupos:*Sue N X S’
n: numero de datos en cada grupo

S,2: varianza de todas las medias

. F calculado: e

Sentro

. F critico: se busca en tablas para ensayos de dbessaon uno= 0,05,
con (h-1) grados de libertad para el numerador §nfl) grados de libertad
para el denominador.

Si el F calculado es menor que el F critico se aaepHo.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Ensayos de seleccion de medios de cultivo

Para llevar a cabo los ensayos de seleccion de asedé cultivo se decidié
trabajar, en una primera etapa, con los medios mdési MSM y M9 (tablas 3
y 6 respectivamente) utilizando diferentes fuentes carbono, ya que en
estos medios se logra una mayor reproducibilidadlake datos, ademas de
eliminarse las interferencias que pueden presertpay los componentes de
los medios ricos.

Se realizaron dos ensayos independientes, con rgpsticiones para cada
medio, utilizando como fuentes de carbono: manitdlicosa o sacarosa para
la cepaS. meliloti B-399, y manitol, glucosa o glicerol para la cepBa
japonicumE-109.

El crecimiento de los diferentes microorganismosssguié con las técnicas
de determinacién del numero de células viablesueato en placa (UFC /
mL) y determinacién de la densidad 6ptica del ocwdti(UDO), como se
indica en Materiales y Métodos.

A partir de estos primeros ensayos se determiné lggemedios minimos en
los cuales se lograba el mejor desarrollo de ldsreintes cepas, fueron los
siguientes: paré&. melilotiB-399, el medio MSM con glucosa como fuente
de carbono y pard@8. japonicumE-109, el medio MSM con manitol como
fuente de carbono.

Los curvas de UFC / mL y UDO en funcién del tiemge® proceso, obtenidas

para cada microorganismo se muestran a continuacién
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Fig. 12. Curva de crecimiento d8. melilotiB-399 desarrollada en el medio MSM
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Fig. 13. Evolucion de los valores de UDO pa& melilotiB-399 desarrollada en el

medio MSM glucosa.

1,00E+10-
1,00E+091 s ¢ 8
= .
g 1,00E+081 s
L L
S 1,00E+07 s
(2]
2
1,00E+06?
1,00E+05- : : : ‘
0 50 100 150 200
Tiempo (hs)

Fig. 14. Curva de crecimiento parR. japonicumE-109 desarrollada en el medio MSM

manitol.
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Fig. 15. Evoluciéon de los valores de UDO paBa japonicumE-109desarrollada en el

medio MSM manitol.

A partir de estas curvas de crecimiento, se deteamon los tiempos de
proceso en que se tomarian las muestras en unaefgsenencial temprana
(baja densidad celular) y una fase estacionariaa(adensidad celular),
considerando que existiera, como minimo, una difera de dos 6rdenes de
magnitud en las concentraciones celulares.

A continuacion se muestran los tiempos que se deitearon para la toma de

muestras, los recuentos celulares promedio y UD@amada cepa:

Fase de Tiempo UFC / mL ubo
Cepa .
crecimiento (hs)
Exponencial 72 3,53E+07 0,086
B. japonicum . .
Estacionaria 196 1,95E+09 0,825
E-109
Exponencial 12 1,00E+06 0,010
S. meliloti _ _
Estacionaria 48 2,00E+09 3,000
B399

Tabla 13. Determinacién de los tiempos de proceso de difeesrfases de crecimiento,

con su correspondiente concentracién celular, p@a una de las cepas en estudio.

Al desarrollar nuevamente las cepas en estos medioemos y utilizarlos

para ensayos preliminares de extraccion y reali@aale perfiles de LPS y
proteinas celulares totales, la densidad celul@zamtada no fue suficiente
para el desarrollo, satisfactorio, de las técniebectroforéticas. Por esto, se
decidio plantear una segunda etapa de ensayosyrdlsado las cepas en el

medio de cultivo rico 20E (tabla 8).
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Se realizaron nuevamente las curvas de crecimientoediante las
determinaciones de UFC / mL y UDO en funcion dednipo de proceso. A
continuacion se muestran las curvas obtenidas @@raneliloti B-399 y B.

japonicumE-1009:

1,00E+11

8 o, 0
1,00E+10 .o $
1,00E+09 * o

1,00E+08 ¢ o $

log UFC/mL

1,00E+07

1,00E+06

s

1,00E+05¢ ‘ ‘ ‘ ‘
0 20 40 60 80

Tiempo (hs)

Fig. 16. Curva de crecimiento par@. melilotiB-399 desarrollada en medio rico 20E.

ubo
w

14 PSR J

.
.
et e ¢
0 ‘ ‘ |
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Fig. 17. Evolucién de los valores de UDO pa®a melilotiB-399 desarrollada en medio
rico 20E.
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Fig. 18. Curva de crecimiento parA. japonicumE-109 desarrollada en el medio rico 20E.
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Fig. 19. Evolucién de los valores de UDO paBa japonicumE-109 desarrollada en

medio rico 20E.

En base a los datos obtenidos, se determinarontiedapos de proceso en
gque se tomarian las muestras, en las diferentegesfade crecimiento,
teniendo en cuenta las mismas consideraciones meadas anteriormente.
Al realizar nuevos ensayos preliminares de extrancy perfiles de LPS y
proteinas celulares totales, se logré un buen dedar de las te’'cnicas
electroforéticas. También se observé una disminoncde los tiempos de
proceso utilizando este medio. Por lo expuesto datmente, se decidid
trabajar con el medio rico 20E para desarrollar émsayos posteriores.

En la tabla mostrada a continuacion, se presentandistintos tiempos de
proceso en que se tomaron las muestras, los reosetdlulares promedios y

las UDO promedio obtenidos para cada cepa:
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Fase de Tiempo UFC / mL ubo
Cepa .
crecimiento (hs)
Exponencial 24 4,80E+07 0,210
B. japonicum _ _
Estacionaria 72 1,16E+10 0,528
E-109
Exponencial 12 4,36E+08 0,335
S. meliloti _ _
Estacionaria 48 1,89E+10 5,393
B399

Tabla 14. Determinacién de los tiempos de proceso de difeesrfases de crecimiento,

con su correspondiente concentracién celular, p@a una de las cepas en estudio.

Determinacion de parametros cinéticos de crecimiewtcelular

Utilizando los datos de recuento celular obtenidogara cada
microorganismo en las diferentes fases de crecitoiean que se tomaron las
muestras, se determinaron los parametros cinétiaes crecimiento:
Velocidad Especifica de Crecimient@)(y Tiempo de Generacionig). Las

ecuaciones utilizadas para realizar dichos célcidleson las siguientes:

. In X =1In Xp +pn . At Donde X es la concentracién de células en
urethpo t, X% es la concentracién inicial
delgkas, u es la velocidad especifica de
crediento yAt es la diferencia entre los

tiemp en que se obtuvieron X ypoX

. 0g=_In2

Los resultados obtenidos para cada uno de los mrg@anismos se muestran

a continuacion:

« S. melilotiB399:p = 0,250 h'
0y = 2,772 h
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+ B.japonicumE-109:u = 0,137 KR!
0= 5,058 h

Estos parametros permiten realizar una caracterdaaccinética del
microorganismo e indican un determinado estado ofisgico para las
condiciones de trabajo. En base a los resultaddaemlfios, se caracteriza a
S. melilotiB-399 como cepa de crecimiento rapido BajaponicumE-109
como cepa de crecimiento lento, si bien, ésta tiem&yor velocidad de
crecimiento queS. melilotiB-399, segun lo indican los valores de velocidad

especifica de crecimientaq).

Determinacion de exopolisacaridos (EPS) vy polisac&os

capsulares (KPS)

Las determinaciones de EPS y KPS, se realizaronedarbjetivo de estudiar

si existian diferencias en relacion a las distintdsnsidades celulares
alcanzadas en las etapas consideradas de la dercaecimiento.

Para estas determinaciones, se realizaron dos essmdependientes, con
tres repeticiones para cada uno, y las concentreescde estos componentes
en las distintas muestras, se determinaron mediémt&cnica de Antrona y

por peso seco, descritas en Materiales y Métodos.

Para llevar a cabo la técnica de Antrona, en ppinxise realiz6 una curva
de calibracion, con patrones conteniendo distint@®ncentraciones

conocidas de galactosa. Los resultados obtenidos maestran a

continuacion:
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Fig. 20. Curva de calibracién con patrones conteniendo rbifides concentraciones de

galactosa, utilizada para la técnica de Antrona.

Al realizar la regresion lineal sobre los valoreslds diferentes patrones, se

obtuvo la siguiente ecuacién y su valor d& R
y = 4,6947x - 0,0148 (1)
R* = 10,9963

Ingresando en la ecuacion (1) los valores de absmela correspondientes a
las muestras, se obtuvieron las concentracione&®8 y KPS presentes en
cada una de ellas, expresandolas como los miligeamde hexosas con
respecto a los miligramos de proteinas que contetaa diferentes muestras
(determinado por el micro método de Bradford). pelso seco obtenido para

cada muestra, también se expreso en funcion denaentracion proteica.

. Concentraciones de EPS y KPS para la cepR. japonicum E-109

A continuacién se presentan los valores de pesoo sgcconcentracion
promedio de EPS y KPS (respectivamente), cada uma sus respectivos

desvios, obtenidos para la ceBajaponicumE-109, en las distintas fases de

crecimiento:

46



Fase Exponencial| Fase Estacionaria

Peso seco de EPS

(mg de hexosas/mg de 3,831 £ 1,142 9,955 + 1,008
proteinas)

Concentracion de
EPS 3,332 + 0,607 25,172 + 4,846

(mg de hexosas/mg de

proteinas)

Tabla 15. Valores obtenidos en la determinacién de EPS paraelpaB.japonicumE-
109. Los datos presentados corresponden a losregalpromedios con sus respectivos

desvios.

Fase Exponencial Fase Estacionaria

Peso seco de KPS
(mg de hexosas/mg de| 2 661 + 0,285 3,137 £ 0,607

proteinas)

Concentracion de
KPS 2,210 + 0,478 2,670 = 0,629

(mg de hexosas/mg de

proteinas)

Tabla 16. Valores obtenidos en la determinacion KBS para la cepd8.japonicumE-
109. Los datos presentados corresponden a los galpromedios con sus respectivos

desvios.

Estos resultados indican que hay un aumento enolecentracion de EPS y
KPS en fase estacionaria respecto de fase expoakmbe crecimiento,

siendo mayor en el caso de los EPS.

. Concentraciones de EPS y KPS para la cepa meliloti B-399

A continuacién se presentan los valores de pesoo sgcconcentracion
promedio de EPS y KPS (respectivamente), cada uma sus respectivos

desvios, obtenidos para la cefa meliloti B-399, en las distintas fases de

crecimiento:
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Fase Exponenciall Fase Estacionaria

Peso seco de EPS

(mg de hexosas/mg de 2,315 £ 0,044 4,647 + 0,682
proteinas)

Concentracion de EPS

(mg de hexosas/mg de | 1,024 = 7,07E-04| 11,209 + 1,485

proteinas)

Tabla 17. Valores obtenidos en la determinacién HES para la cepa&.melilotiB399.

Los datos presentados corresponden a los valoremedios con sus respectivos desvios.

Fase Exponenciall Fase Estacionaria

Peso seco de KPS
(mg de hexosas/mg de 2,304 + 0,374 3,480 + 0,242

proteinas)

Concentracion de
KPS 0,126 + 0,046 0,338 + 0,086

(mg de hexosas/mg de

proteinas)

Tabla 18. Valores obtenidos en la determinacion KBS para la cep&.melilotiB399.

Los datos presentados corresponden a los valoremedios con sus respectivos desvios.

En base a estos resultados, se puede observar mparbamiento similar a
la cepa B. japonicum E-109, mostrando también un aumento en la
concentracion de EPS y KPS en fase estacionariaperds de fase

exponencial de crecimiento, siendo mayor en el cdsdos EPS.

Analisis estadistico de los resultados de exopolis@idos (EPS)

y polisacaridos capsulares (KPS)

Para determinar si los valores de concentracioreEB& y KPS, obtenidos en
fase exponencial eran significativamente diferendeslos obtenidos en fase
estacionaria, se realizdé un ensayo ANOVA de unaadd con una= 0,05 y
un n=3. Los resultados obtenidos del analisis de datos de peso seco de
EPS, para las dos cepas, se muestran en la sigutabta:
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Varianza Varianza F calculado F critico
Cepa Dentro Entre
B. japonicum
1,16 56,24 48,45
E-109 12,22
S. meliloti
B399 0,23 8,16 34,95

Tabla 19. Resultados del ensayo ANOVA para los datos obtesidn las

determinaciones de peso seco HES.

En ambos casos el F calculado es mayor que el Fagkt de tabla por lo
tanto se rechaza Hy se acepta H lo que significa que las medias difieren
significativamente al nivel de elegido.

En la tabla siguiente se muestran los resultaddssdeayo ANOVA aplicado

a los valores de concentracion de EPS obtenidosedanétodo de Antrona:

Varianza Varianza F calculado F critico
Cepa Dentro Entre
B. japonicum
11,93 715,52 59,99 12,22
E-109
S. meliloti
B399 1,25 92,56 73,86 38,51

Tabla 20. Resultados del ensayo ANOVA aplicado a los datescdncentracion d&eEPS

obtenidos por el método de Antrona.

Nuevamente, en ambos casos el F calculado es mayerel F extraido de
tabla por lo tanto se rechazagly se acepta H lo que significa que las
medias difieren significativamente al nivel deelegido.

Todos los resultados anteriores indican que hayraificia significativa en
la concentracion de EPS, en fase exponencial rdspde fase estacionaria

de crecimiento, para las dos cepas.
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A continuacién se presentan los resultados obtesnidb aplicar el ensayo
ANOVA a los datos de concentracion de KPS obtenigos determinacion

de peso seco y por el método de Antrona, respentevee:

Varianza Varianza F calculado F critico
Cepa Dentro Entre
B. japonicum
0,22 0,34 1,51
S. meliloti
B399 9,93 E -02 2,07 20,86

Tabla 21. Resultados del ensayo ANOVA para los datos obtermidn las

determinaciones de peso seco KES.

Varianza Varianza F calculado F critico
Cepa Dentro Entre
B. japonicum
0,31 0,32 1,02
E-109 12,22
S. meliloti
B399 4,78 E -03 6,78 E -02 14,19

Tabla 22. Resultados del ensayo ANOVA aplicado a los datescdncentracién d&KPS

obtenidos por el método de Antrona.

En este caso para la cepajaponicumE-109 los F calculado, tanto para los
datos de peso seco como para los del método deoArntrson menores que el
F critico, por lo tanto se aceptagHlo que significa que las medias no
difieren significativamente al nivel de elegido.

En cambio, para&S. melilotiB399 el F calculado es mayor que el F critico
por lo tanto se rechazaoHy se acepta H lo que significa que las medias
difieren significativamente al nivel de elegido. Esto implica que hay

diferencia significativa en los valores de conceawion de KPS obtenidos en

fase exponencial respecto de fase estacionariaréemiento.

Las diferencias observadas en las concentracionesE®S y KPS, al

comparar los resultados obtenidos en fase expoméncbaja densidad

50



celular) y estacionaria (alta densidad celular) atecimiento, se relaciona
con lo planteado por Sanchez-Contrerats al (2007), respecto a que los
rizobios utilizan el sistema dguorum sensingara regular la produccién de

polisacaridos superficiales, entre otras cosas.

Determinacion de los perfiles de lipopolisacarido$LPS)

A fin de estudiar si existia alguna relacién entlee densidad celular

alcanzada en distintos puntos de la curva de creito y la composicidon

de los LPS en las células, se realizaron los pesfille bandas para cultivos
de las diferentes cepas , en las distintas fasesréeimiento.

Para dicha determinacion, se realizaron dos ensaydspendientes, con tres
repeticiones para cada uno. Una vez realizada taaekion de LPS, segun la
metodologia indicada, se corrieron las muestraslegel de poliacrilamida,

como se indica en Materiales y Métodos. Luego, sgelaron los geles

mediante la técnica del nitrato de plata (descehael apartado Materiales y

Métodos) para poder visualizar las bandas.

. Perfil de LPS para la cepaB. japonicum E-109

El perfil de bandas obtenido para las muestras aledpaB. japonicumE-
109, se muestra en la figura siguiente:
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1 2 3 4 5 6
Fig. 21. Perfil de bandas de LPS para la cepajaponicumE-109. Calles 1, 3y 5

corresponden a muestras de cultivos en fase expaoia&ncalles 2, 4 y 6 corresponden a

muestras de cultivos en fase estacionaria.

En esta figura se puede ver, que las muestras s@ éstacionaria presentan
mayor concentracion de LPS respecto a las de fap®reencial, por lo que
las bandas se ven mas oscuras. También se obseunea lgs bandas
correspondientes a las muestras en fase estacirsgridesplazaron menos
en el gel que las correspondientes a la fase expoaé Por otra parte, en
fase estacionaria se ve mayor separacién de bamdspecto de la fase

exponencial.

. Perfil de LPS para la cepaS. meliloti B-399

A continuacion se muestra el perfil de bandas deSLébtenido para las

muestras dé&. meliloti B-399:
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1 2 3 4
Fig. 22. Perfil de bandas de LPS para la cepamelilotiB399. Calles 1y 3

corresponden a muestras de cultivos en fase expoia&ncalles 2 y 4 corresponden a

muestras de cultivos en fase estacionaria.

En este caso, se puede ver una pequefa variacioel grerfil de bandas
obtenido en las distintas fases, mostrando mayogras®cién en la fase
estacionaria. Ademas se observa diferente intemsida que indicaria una
variacion en la concentracion de los LPS en latidias fases.

Los resultados obtenidos cuando se comparan lasrdigg21 y 22, coinciden
con lo planteado por Bedmaat al (2006), respecto a las caracteristicas de
los perfiles electroforéticos de las cepas perteamties a los géneros
Bradyrhizobiumy Sinorhizobium Estos autores plantean que en las cepas
del géneroBradyrhizobiumpredominan las formas de LPS con antigeno O de
diferentes longitudes, por lo que se obtiene unfipbate bandas con una
forma que se asemeja al de una escalera de mancambio, para las cepas
del género Sinorhizobium se observa una banda de mayor tamafio y
movilidad que corresponderia a los LPS rugosos § sarie de bandas mas
pequefias y de menor movilidad que corresponderibos dPS lisos.

Se puede ver para las dos cepas en estudio, quetadpa de crecimiento
celular en la que se encuentra la bacteria, comdi@ila composicion de la

capa de LPS de la célula.

53



Determinacion de la concentracion de proteinas celares

totales

Para los ensayos de determinacion de la concertnade proteinas celulares
totales, se realizaron dos ensayos independierd@s,tres repeticiones para
cada uno. La determinacion de la concentraciontgica en las distintas
muestras se realizé mediante la técnica de Bradfdedcrita en Materiales y
Métodos. En principio se realiz6 una curva de cedddn con patrones,
conteniendo distintas concentraciones conocidassdeoalbumina bovina

(BSA). La recta obtenida se muestra a continuacion:

0,3 -
*
0,25 -
.

o
S 021 *
c
8 0,15
2 R *
2 011 *

0,05 +

0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 20 40 60 80 100 120
Concentracion de BSA g/ mL)

Fig. 23. Curva de calibracién con patrones conteniendo difdes concentraciones de

seroalbumina bovina, para la determinacién de lacamtracién proteica.

Al realizar la regresion lineal sobre los valorestenidos para los patrones,

se obtuvo la siguiente ecuacién y su valor de R
y = 0,0026x + 0,0044 (2)
R2 = 0,9895

Ingresando en la ecuacion (2) los valores de absmela correspondientes a
las muestras, se obtuvieron las concentracionegmbeinas presentes en
cada una de ellas, expresandolas como microgramespibteinas por

mililitro.
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En la siguiente tabla se muestran, los resultadasmgdios obtenidos con

sus respectivas desviaciones estandar, para andyessc

Fase Estacionaria
(ng / mL)

Fase Exponencial

Cepa (ng / mL)

B. japonicum 22,201 + 2,255 171,387 + 20,176

E-109

S. meliloti 70,123 + 0,814 323,563 + 14,682

B399

Tabla 23. Valores de concentracion proteica obtenidos pardaceepa en las diferentes

fases de crecimiento celular comparadas.

Estos resultados mostraron que hay diferencia en dancentraciones de
proteina para las dos cepas en las diferentes fades crecimiento

comparadas.

Analisis estadistico de los resultados de concenti@n proteica

Para determinar si los valores de concentraciéngica, obtenidos en fase

exponencial eran significativamente diferentes de e fase estacionaria,

se realiz6 un ensayo ANOVA de una entrada comur0,05.

Los resultados para el analisis de los datos, pasados cepas se muestran a

continuacion:

Varianza Varianza F calculado F critico
Cepa Dentro Entre
8- Japonicum 206,08 33384,69 161,99
E-109 12,22
S. meliloti
B399 108,12 96347,75 891,15

Tabla 24. Resultados del ensayo ANOVA para los datos de eotiacion proteica.
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En ambos casos el F calculado es mayor que el Faekt de tabla por lo

tanto se rechaza Hy se acepta H lo que significa que las medias difieren
significativamente al nivel de elegido.

Estos resultados indican que hay diferencia siguifiva entre los valores de

concentraciéon proteica en las fases de crecimieotaparadas.

Electroforesis en geles de poliacrilamida con doddcsulfato de

sodio (SDS-PAGE) para proteinas celulares totales

A fin de comparar los perfiles de proteinas celektotales en cultivos con
alta y baja densidad celular, se realizaron losrespondientes perfiles
mediante SDS-PAGE siguiendo el protocolo descriter praemli (1970).

Luego se realiz6 el revelado de los geles siguieledtécnica del Coomasie
Blue R-250, descritas en Materiales y Métodos.

Para realizar la siembra de las muestras en el gel¢alculd a partir de los
valores de concentracion proteica obtenidos commétodo de Bradford, el
volumen de buffer muestra que se debia agregar da asna de ellas de
manera tal que al sembrarlas, se consiguiera tepar cada calle
aproximadamente 10Qg de proteina, lo que permitiria una buena resdalnci

de bandas en los geles.

. Perfil de SDS-PAGE para la cepaS. meliloti B-399

En la figura 24, se muestra el perfil de proteima$ulares totales, obtenido
al realizar el SDS-PAGE y revelar con Coomasie Blas muestras de la

cepaS. meliloti B399 (la imagen se muestra en escala de grisesugorq

permite una mejor diferenciacion de bandas):
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1 2 3 4 5 6

Fig. 24.Perfil de proteinas par&a. melilotiB399. Las calles 1, 2 y 3 corresponden a las
muestras de cultivos en fase exponencial; las cafle5 y 6 corresponden a las muestras

de cultivos en fase estacionaria.

En esta imagen, las flechas de color rojo indicamndas que estaban
presentes en los cultivos en fase estacionarialdsad, 5 y 6) pero no en los
cultivos en fase exponencial de crecimiento (calle y 3) y las flechas de
color negro indican bandas que estaban presenteto®rcultivos en fase
exponencial y no en los cultivos en fase estacitmale crecimiento. El

recuadro que se encuentra en la parte superiorademkhgen, delimita un
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conjunto de bandas (iguales en ambas fases) quetraros mayor

desplazamiento en muestras de cultivos en fasecemtaria respecto de las
muestras de cultivos en fase exponencial, y el a€lca que se encuentra en
la parte inferior de la imagen, indica un conjurde bandas que mostraron
mayor desplazamiento en muestras de cultivos ee fagonencial respecto
de las muestras de cultivos en fase estacionartben®as se puede observar
una diferencia en la intensidad de las bandas cpuerdientes a fase
estacionaria respecto de las correspondientes @ é&gponencial, lo que se
correlaciona con los resultados obtenidos en la edetnacién de

concentracién proteica por el método de Bradforar(tabla 10), donde

también se muestra un aumento significativo envakres de concentracion

proteica.

. Perfil de SDS-PAGE para la cepaB. japonicum E-109

A continuacion se muestra el perfil de proteinasutares totales, obtenido
al realizar el SDS-PAGE y revelar con Coomasie Blies muestras de la
cepaB. japonicumE-109 (la imagen se muestra en escala de grisegqugor

permite una mejor diferenciacion de bandas):
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En esta imagen, las dos flechas indican bandassguencuentran presentes
en las muestras de cultivos en fase estacionaradlgs 2 y 4) y no en las
muestras de cultivos en fase exponencial de crextoi (calles 1, 3y 5). En
esta cepa no se presentaron grandes diferencideseperfiles de bandas en
las distintas fases de crecimiento, pero si se paollgervar un aumento en la
concentracién relativa de proteinas en la fase astearia respecto de la
fase exponencial de crecimiento, lo que se relagicon los resultados de
concentracién proteica obtenidos mediante la téarde Bradford (ver tabla

Fig. 25. Perfil de
proteinas celulares
totales paraB.
japonicumE-109. Las
calles 1,3y 5
corresponden a
muestras de cultivos en
fase exponencial; las
calles 2,4y 6
corresponden a
muestras de cultivos en

fase estacionaria.

10) donde también se muestra un aumento signifvoatn los valores de

concentracion proteica.
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El perfil de bandas de la muestra corrida en ldecalimero 6 es mucho mas
intenso y no pueden distinguirse las diferentes dasn lo que podria
atribuirse a que la muestra se sembré muy concdatra

El aumento de concentracidén proteica observadoosncultivos celulares en
fase estacionaria respecto de los de fase expomkncila aparicion de
nuevas bandas o desaparicién de otras en las tlastifnses de crecimiento
comparadas, para ambas cepas, puede relacionamselocglanteado por
Unni S. y Rao K (2001), quienes describen que esefa&stacionaria, los
microorganismos se encuentran en una situacion d&ég, al verse
disminuida la concentracién de nutrientes, al halbeayor poblacion, al
producirse una acumulacion de productos del metisbod microbiano, etc.
Esto puede llevar a que se sinteticen nuevas pmatio que aumente la
concentracién de las ya existentes, en respuestasatés que sufre el
microorganismo. También se relaciona con lo pladteapor Sanchez-
Contreraset al (2007), respecto a que los rizobios utilizan ettema de

gquorum sensingpara regular, entre otras cosas, la adaptaciom dake

estacionaria de crecimiento.
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CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS FUTURAS

Analizando los resultados obtenidos para los difi¢es ensayos realizados

en este trabajo de tesina, podemos concluir que:

. El contenido de EPS en fase exponencial fue sigativamente menor

gue en fase estacionaria de crecimiento, para ansbpas.

. La cepaB. japonicum E-109 mostro una pequefia diferencia en las
concentraciones de KPS presentes en fase exponlemegspecto de fase
estacionaria, en cambio, la cep&8.meliloti B399 mostré diferencias
significativas en los valores de concentraciéon d@SKen las diferentes fases

comparadas.

. Se observaron diferencias en los perfiles electréficos de LPS para
ambas cepas, en fase exponencial respecto de fatacienaria de

crecimiento.

. Se observaron diferencias en los perfiles electréficos vy
concentracion de proteinas celulares totales pardbas cepas, en fase

exponencial respecto de fase estacionaria de crieairo.

Por lo dicho anteriormente, se acepta la hipéteseste trabajo, en la cual
se plante6 que los distintos niveles de densidatulae alcanzados por
cultivos rizobianos, inducirian una respuesta fidgica diferente, en
relacion con la sintesis de componentes bacteriantales como
exopolisacaridos (EPS), polisacariods capsulare®SK lipopolisacaridos
(LPS) y proteinas totales.

En un futuro, estos estudios se continuaran conagos en plantas para
poder determinar si la nodulacion de las plantaguleinosas se ve
influenciada por las diferentes densidades celudargée los cultivos
rizobianos utilizados. Estos estudios se encuentpaavistos dentro del

proyecto de investigacién en el que se enmarca ésdbajo de tesina.
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ANEXO |

Soluciones y reactivos

Extraccién de exopolisacaridos v polisacéaridos cdases

. Etanol 95%

. Buffer Fosfato Salino (PBS)

NacCl 8g/L

KCI 0,2g/L
Na;HP O, 1,44 g/ L
KH,P O, 0,24 g/ L

Determinaciéon de hexosas

. Reactivo de Antrona

H,SO4 250 mL

H,O 100 mL

Se tomaron 60 mL de esta solucién y se agregardnm@ de Antrona.

Este reactivo se preparé en el momento de utilizarl

Extraccién de LPS

. Buffer lisis

1M Tris HCI (Tris; pH: 6,8)

2% SDS (Dodecil Sulfato de Sodio)
4% B - mercaptoetanol

10% Glicerol

0,005% BPB (Azul de bromofenol)

. Proteinasa K

2,5 mg / mL buffer lisis
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. Buffer muestra

120 mM Tris HCI (pH: 6,8)
3% SDS

9% B - mercaptoetanol
30% glicerol

0,03% BPB

Electroforesis en geles de poliacrilamida para LPS

. Buffer del gel

3M Tris 36,342 g
0,3% SDS 0,39
Volumen final 100 mL

Se llevo a pH 8,46 con HGt,).

. Stock acril/bis

Acrilamida 93 g
Bisacrilamida 649
Volumen final 200 mL

. APS (Persulfato de Amonio)
APS 150 mg
Agua Mili Q 1,5 mL

. Buffer anodo

0,2M Tris base 12,11 g
Volumen final 500 mL
Se llevo a pH 8,95 con HGt,

. Buffer catodo

0,1M Tris 6,06 g
0,1M Tricina 8,96 g
0,1% SDS 0,59
Volumen final 500 mL
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pH de la solucion: 8,25.

Revelado de LPS

. Solucion fijadora
40% etanol 400 mL

5% acido acético glacial 50 mL

. Solucién oxidante
Acido periodico 0,7 % en agMai Q

. Solucion de tenido

Agua Mili Q 70 mL
NaOH 1N 1,4 mL
NH;4OH 25% 1 mL

AgNO3; 20% 2,5 mL

Esta solucion se preparo en el momento de usada ggrego en oscuridad.

. Solucién reveladora

Agua Mili Q 100 mL
Formaldehido 30% LY
Acido citrico 100 mg / ml 5QL

« Acido acético diluido

Se colocaron 20 mL de acido en 100 mL de agua Kili

Extraccién de proteinas celulares totales

. Cloruro de sodio (NaCl) 0,85 %
NacCl 0,85 ¢
Agua Mili Q 100 ml

. Tampon de extraccion (pH: 7,2)
Tris 0,1 M 1,21 g
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MgCl,. 6H,0O 0,101 g

Glicerol 15 ¢
B — mercaptoetanol 100 pL
Volumen final 100 mL

Se llevo a pH 7,2 con HGL).

. Tampdn de sonicacién

Tris 0,1 M 1,21 g
Glicerol 15 g
Volumen final 100 mL.

Se llevo a pH: 8,8 con HGL,).

Determinaciéon de la concentracidon proteica

. Solucién madre
Seroalbumina bobina 0,016 mL

Volumen final 50 mL.

. Reactivo de Bradford

100 mg de Azul de Coomasie brillante G-250 se diszrlon en 50 mL de

etanol al 95 % y se adicionaron 100 mL de &acidofdoico (85% p/v),

completandose hasta un volumen final de 1 L conaaljili Q. La solucién

se filtr6 3 veces a través de papel de filtro hagtee perdié la coloracion

azul.

SDS-PAGE para proteinas celulares totales

. Stock acril/bis

Acrilamida 29,2 g
Bis-acrilamida 0,8 ¢
Volumen final 100 mL

Informacién de seguridad: La acrilamida en polvo en solucién es

neurotoxica, por lo tanto se debe usar

proteccion para su manipulacion.
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. Tris - HCI 1,5M

Tris 18,15 g
Agua Mili Q 50 mL
Volumen final 100 mL

Se llevo a pH 8,8 con HGL).

. Tris-HCI 0,5 M

Tris 12,1 ¢
Agua Mili Q 50 mL
Volumen final 100 mL

Se llevo a pH 8,8 con HGL).

. SDS 10%

SDS 10 g

Volumen final 100 mL

Informacién de seguridad: EI SDS es un polvo firmumotoxico, por lo tanto

se debe usar mascara, guantes y lentes de protepaia su manipulacién.
. APS (Persulfato de Amonio)
APS 150 mg

Agua Mili Q 1,5 mL

. Buffer muestra

Agua Mili Q 3 mL
Tris-HCI 0,5M pH: 6,8 1 mL
Glicerol 50% 1,6 mL
SDS 10% 1,6 mL
2 —pB - mercaptoetanol 0,4 mL
Azul de bromofenol 5% 0,4 mL

. Buffer de corrida (5X)
Tris 15¢g
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Glicina 72 ¢
SDS 54
Volumen final 1L

pH aproximadamente 8,3.

Revelado de proteinas celulares totales

. Solucién fijadora

Metanol 67 mL
Acido acético glacial 14 mL
Agua Mili Q 67 mL

. Solucién colorante
Coomasie Blue R-250 0,15 g
Agua Mili Q 150 mL

. Soluciéon decolorante

Acido acético 7 mL
Metanol 25 mL
Agua Mili Q 68 mL
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