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RESUMEN

Ciertashacteriasregul an genesespecificosenrespuestaal adensi dad de poblaci 6n (quorumsensing), hecho
gue hasido relacionado con varios fendmenos como la eficiencia de nodul acidn, produccion de polisacaridos,
fijacién denitrégeno, entre otros. El objetivo de estetrabajo fue conocer si lasdensidades celulares al canzadas
por loscultivosrizobianosendiferentesfasesdel acurvadecreci miento, af ectan|aproducci én deexopolisacaridos
(EPS), polisacéridos capsulares (KPS), lipopolisacaridos (L PS) y proteinastotal es. Paratal fin seutilizaron las
cepasdereferenciaBradyr hi zobiumjaponicumE-109y Snorhizobiummeliloti B-399. Losresultadosmostraron
aumento en laconcentracion de EPS, KPSy proteinas, asi como diferenciasen losperfilesde LPSy proteinas
totales en las diferentes fases comparadas, permitiendo concluir que los distintos niveles de densidad celular
alcanzados por cultivosrizobianos, inducirian unarespuestafisiol 6gicadiferente en relacion con lasintesisde
EPS, KPS, LPSy proteinas totales.

Palabr as clave. Rizobios; fases de crecimiento; polisacaridosy proteinas celulares.

INFLUENCE OF CELL DENSITY ON EXOPOLYSACCHARIDES (EPS), CAPSULAR
POLYSACCHARIDES (KPS), LIPOPOLYSACCHARIDES (LPS) AND TOTAL CELL PROTEINS
PRODUCTION IN S. meliloti B-399 AND B. japonicum E-109 STRAINS

SUMMARY

Some bacteria regulate specific genes in response to popul ation density (quorum sensing) and have been
related to different phenomenaincluding nodul ation efficiency, polysaccharidesproduction, nitrogen fixation,
among others. Theaim of thiswork has been to determine whether the cell densitiesreached by the rhizobium
cultures at different points of the growth curve affect the production of exopolysaccharides (EPS), capsular
polysaccharides(KPS), lipopolysaccharides (L PS) and total cell proteins. For thispurposethereferencestrains
Bradyr hizobium japonicum E-109 and Sinor hizobiummeliloti B-399, were used. Results showed an increase
inEPS, KPSand proteinconcentrationaswell asdifferencesintheL PSandtotal cell protein profilesindifferent
compared phases, allowing concludethat thedifferent |evel sof cell density reached by rhizobium culturesmight
induce a different physiological responsein relation to EPS, KPS, LPS and total protein synthesis.

K eywor ds. Rhizobia; growth fases; polysaccharides and proteins cellular.
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INTRODUCCION

Laadopciony usoeficaz debiofertilizantesmicro-
bianosen agriculturaestallamadaaser unadelastec-
nologias clave paraasegurar lasustentabilidad y pro-
ductividad de este sector tan importante paralas eco-
nomiasy sociedades de |os paises L atinoamericanos
(Sanjuan, 2007). El términobiofertilizantesestdasocia
do alosinoculantesformuladosen basearizobioses-
pecificosparaleguminosas, yaquesehadadoungran
desarrollo tecnoldgico en estos productos acompa-
flando el crecimiento delas &reas cultivadas con soja
(Moretti, 2007). Losrizobiosutilizadosenlaformula
cién deinoculantestienen la propiedad de mejorar la
nutricion y e crecimiento vegetal por medio de un
proceso de simbiosis. Este proceso es el resultado de
unainteraccion selectivaentrelosrizobiosy lafamilia
delasleguminosas (Fabaceae), en €l cua cadalegu-
minosa es nodulada por especi es bacterianas especi-
ficas. Lanodul acidndelasleguminosaspor losrizobios
requiere unaserie deinteracciones bioquimicasentre
labacteria(microsimbionte) y suhuésped (macrosim-
bionte). Laprimerasefia enlainteraccionlaproveela
planta, secretando moléculas de bajo peso molecular
talescomo flavonoides, isoflavonoidesy betainas. En
respuesta, losrizobiossintetizan losfactoresNod (se-
fial es especificas) que tienen un papel claveenlain-
duccion delas etapasiniciales delanodulacion. His-
toricamente sepensd quel asbacteriaseranindividuos
solitarios creciendo cada unaindependientemente de
la poblacién, sin embargo, Nealson (1970) describio
quelasbacteriaspueden censar lapoblaciony respon-
der coordinadamente. Esto implica la regulacion de
genesespecificosen respuestaaladensidad depobla-
cién, hechorel acionado convariosfenémenosimpor-
tantes para el establecimiento de unasimbiosis satis-
factoriatalescomo: eficienciadenodul acién, desarro-
[lodel simbiosoma, produccidn deexopolisacaridosy
fijaciondenitrégeno (Gonzd ezy Marketon, 2003).

El objetivo de estetrabajo fue conocer si diferen-
tesdensidadescel ularesal canzadaspor cultivosrizo-
bianos en distintas fases de la curva de crecimiento,
afectan la producci6n de componentes deimportan-
ciapara€l establecimiento delasimbiosis, tal como
exopolisacaridos (EPS), polisacaridos capsulares
(KPS), lipopolisacaridos (L PS) y proteinastotales.
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MATERIALESY METODOS

Cepas bacterianasy condiciones de crecimiento

Paraestetrabajo seutilizaronlascepasBradyr hizobium
japonicumE-109y Snorhizobiummeliloti B-399, obteni-
dasdel IMyZA, INTA Castelar. Ambas cepas se desarro-
Ilaronenmedioenriquecido 20E (Werner, 1975), aescalade
agitador rotatorio (250 rpmy 2,5cm de excentricidad) en
cuarto estufaa 30 °C, hasta que se alcanzo en los cultivos
una fase exponencia temprana con baja densidad (~10’
cfu.mL?) y unafaseestacionariacon altadensidad celular
(~10%cfu.mL ). El crecimiento delosmicroorganismosse
determiné mediante ladensidad opticadel cultivo (A: 550
nm) y el nimero de células viables como ufc (unidades
formadorasdecol onias) por el método derecuentoenplaca
(Somasegarany Hoben, 1994).

Procesamiento de los cultivos

Los cultivos de ambas cepas fueron centrifugados a
12.000g durante40 min. El sobrenadanteobtenido seutilizé
paraladeterminacion de EPS. El pellet celular selavo con
NaCl 0,5M y esta suspension se centrifugd durante 15 min
al14.000rpmenmicrocentrifuga. El sobrenadantesemantu-
voa -20°C hastaladeterminacién deKPSy el pellet celular
seguardé paralasdeterminacionesde L PSy proteinascelu-
lares totales (L 6pez-Garcia, 2001).

Extraccion y cuantificacion de EPSy KPS

LosEPSy KPS seprecipitaron con 3 volimenesdeeta-
nol 95% a-20°C, seresuspendieron en buffer fosfato salino
(NaCl 8g/L; KCI0,2g/L; Na,HPO,1,44g/L ; KH,PO, 0,249/
L)y semantuvierona-20°C parafuturosanalisis(Skorupska,
1985). Su concentracion sedetermind demaneraindirectaa
través del método de Antrona (Dische, 1962).

Extraccién y electroforesis en gelesde
poliacrilamida (PAGE) paraLPS

La extraccion se realizé adicionando a las muestras
bufferlisis(1M Tris; 2% dodecil sulfatodesodio (SDS); 4%
[B—mercaptoetanol; 10% glicerol; 0,005% azul de bromo-
fenol) y llevandolas aebullicién. Posteriormente, seincu-
baron con Proteinasa K (2,5mg Proteinasa K/mL) y se
mantuvieronenbuffer muestra(120mM Tris; 3% SDS; 9%
[B—mercaptoetanol ; 30%gliceral; 0,03%azul debromofenol)
hasta el momento de la siembra en el gel (Hitchock and
Brown, 1983). Paraobtener el perfil debandasde LPS, se
prepararon dosgeles: el gel concentrador (T: 4%y C: 3%)
y el gel separador (T: 16,5%Y C: 6%). La€electroforesisse
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realizd en cuba Biorad Miniprotean 111, a una corriente
constante de 30mA durante 2 horas (Laemli, 1970) y €
revelado de los geles se realiz6 por tincion con nitrato de
plata (Hitchock y Brown, 1983).

Extraccion y cuantificacion de proteinas celulares
totales

Laextraccion serealizé por tratamiento con ultrasoni-
do, utilizando 3 pulsos de 10 segundos cadauno amaxima
potencia (L 6pez-Garcia, 2001). L os sobrenadantes asi ob-
tenidosseutilizaronparacuantificar laconcentracionproteica
tal como describe Bradford (1976).

Electroforesis en geles de poliacrilamida con
dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) para proteinas
celulares totales

Para obtener el perfil de proteinas se prepararon dos
geles: el gel concentrador (4%) y el gel separador (12%). La
electroforesisserealiz6 en cubaBioRad MiniProtean 1, a
un voltaje constante de 200 volt por 4 horas (o hastaqueel
frente de corrida se observé en laparte final del gel) y el
revelado de los geles serealiz6 por tincién con Coomasie
BlueR-250 (Laemli, 1970).

Andlisis estadistico
L osdatosfueron analizadosestadisticamente utilizan-
do un test ANOVA con o= 0,05.

RESULTADOSY DISCUSION

Efecto dela densidad celular sobre el contenido de
EPSy KPS

L osrizobios sintetizan diferentes clases de poli-
sacaridosqueson necesariosparalaformaciondeno-
dulos simbi6ticamente efectivos, entre ellos se en-
cuentran: exopolisacéridos(EPS), polisacaridoscap-
sulares (KPS), lipopolisacéridos (LPS) y glucanos
cilclicos. LosEPSson productosextracel ularesabun-
dantes con unimportanterol en el desarrollo del né-
dulo, principalmenteenlainvasiondel mismo. Ade-
mas estan rel acionados con laorganizacién del cito-
esqueleto del pelo delaraiz y actdian como modula-
dor negativo de larespuesta de defensa de la planta
(Lepeky D" Antuono, 2005). LosK PSrodeanalabac-
teriaconstituyendo unamatriz hidratada, o que hace
gue comiencen aactuar despuésdel primer contacto
entreel simbiontemicrobianoy el hospedador. Estos

polisacaridospueden actuar protegiendoalabacteria
contra productos de defensa naturales de lalegumi-
nosa, asignando un rango de hospedador determina-
doy pueden afectar lainiciaciony desarrollodel hilo
deinfeccion (Fraysse, 2003).

En estetrabajo se observo un aumento significa
tivo en laconcentracion de EPS en cultivos con dlta
densidad celular respectoacultivosdebajadensidad
celular, tanto paralacepaS. meliloti B-399 como para
B. japonicumE-109(Fig. 1). Por otraparte, enrelacion
a contenido de KPS se puede observar en laFigura
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FIGURA 1. Concentracion de exopolisacaridos (EPS) en
cultivos con bajay alta densidad celular, para las cepas
S. meliloti B-399 y B. japonicum E-109. L os datos son medias
+ E. E de 4 determinaciones independientes. L etras di-
ferentes en cada columna indican diferencias significa-
tivas de acuerdo al test ANOVA (a=0,05).
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2 gque hubo un pequefio aumento en laconcentracion
delos mismos, pero desde el punto de vista estadis-
tico no se encontraron diferencias significativas en-
trelasdensidadescel ularescomparadas. Estosresul -
tados son coincidentes con la bibliografia, segin la
cual solo seria esperable un aumento significativo
enlosnivelesde KPSenloscasosen quelaconcen-
traciénde EPSdisminuya, relacionandoloconel im-
portante rol que cumplen los KPS reemplazando a
los EPS en susfuncionesenlanodulacién (Beck von
Bodman, 1998; Pellok, 2000; Fraysse, 2003; K outsou-
dis, 2006). También puedenrel acionarseconloplan-
teado por Sanchez-Contreras (2007) respecto a que
losrizobiosutilizan el sistemadequorumsensingpara
regular, entre otras cosas, laproduccion de polisaca
ridos superficiales, considerando que dicho sistema
esté directamente relacionado con ladensidad celu-
lar.

Efecto dela densidad celular sobrelos perfilesde
LPS

L os L PS son glucolipidos anfipéticos comple os
(especificosdecadacepa) quedesdeel puntodevista
estructural pueden dividirseentresdominios: lipido
A, oligosacéridontcleo (ON) y unacadenaconocida
como antigeno O (partemasvariabledelamol écul a).

Estospolisacaridosparticipanenel procesosimbidtico
tanto en lainfeccién como en e mantenimiento del
bacteroidey su papel fisiol 6gico estariarelacionado
conlaprotecciéndelabacteriaantelasreaccionesde
defensadelaplanta. Loscambiosestructuralesenlos
LPS son importantes para el proceso simbiético de-
pendiendodelanatura ezaexactadeloscambiosy del
par rizobio-leguminosa que se considere (Bedmar,
2006).

Enel perfil deLPSobtenido paracultivosconalta
densidad celular delacepaS mdliloti B-399, lasbandas
Se encuentran mas separadas y se observa diferente
intensidad de las mismas, indicando unavariaciénen
laconcentraciondel osL PSenlasdistintasdensidades
celularescomparadas(Fig. 3). Conrespectoa perfil de
LPS obtenido para la cepa B. japonicum E-109, las
bandas correspondientes a cultivos con atadensidad
celular sevenmésoscuras, conmenor desplazamiento
y mayor separacion que las bandas correspondientes
a cultivos con baja densidad celular (Fig.. 3). Estos
resultados indican mayor concentracion de LPS y
variacionesenlaestructuradelosmismos, en particu-
lar enlalongitud del antigeno O. Las moléculas con
antigeno maspequefiosemuevenméasene gel, mien-
tras que los LPS con mayores antigenos O quedan
masretenidos(Bedmar, 2006).
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FIGURA 2. Concentracion de polisacaridos capsulares (KPS) en cultivos de bajay alta densidad celular, para las
cepas S. meliloti B-399 y B. japonicum E-109. L os datos son medias + E. E de 4 deter minaciones independientes. L etras
diferentes en cada columna indican diferencias significativas de acuerdo al test ANOVA (a=0,05).
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FIGURA 3. Geles de poliacrilamida para muestras de LPS. La figura de laizquierda corresponde a la cepa S. meliloti
B-399y lafigura dela derecha corresponde a la cepa B. japonicum E-109. En ambas figuras la Calle 1 corresponde
a muestras de cultivos con baja densidad celular y la Calle 2 corresponde a muestras de cultivos con alta densidad

celular.

L os resultados obtenidos coinciden con lo plan-
teado por Bedmar (2006) respecto alascaracteristicas
de los perfiles electroforéticos de las cepas pertene-
cientes a los géneros Bradyrhizobium y Snorhizo-
bium. Estos autores plantean que en las cepas del gé-
nero Bradyrhizobium predominan lasformasde LPS
con antigeno O dediferenteslongitudes, por lo quese
obtieneun perfil de bandas con unaformaque se ase-
mejaa de unaescaerade mano. En cambio, paralas
cepasdel género Snorhizobiumseobservaunabanda
de mayor tamafio y movilidad correspondiente alos
L PSrugososy unaserie de bandas més pequefiasy de
menor movilidad correspondientesalos L PS|isos.

Efecto dela densidad celular sobrela concentracién
y el perfil de proteinas celulares totales

Junto conlosfactoresNody lospolisacaridosbac-
terianos, ciertasproteinashansidorelacionadasconla
eficienciaen el proceso de nodulacion.

Paralas dos cepas en estudio, se encontraron dife-
renciassignificativasentrel osval oresdeconcentracion
proteica(Fig. 4) enlasdiferentes densidades celulares
comparadas, hecho que podria relacionarse con los
cambiosen laintens dad delasbandas que se observa-
ron en los perfiles eectroforéticos (Fig. 5). En éstos

también se observ aparicidn o desaparicion debandas
y diferentesdespl azamientosdel asmi smas. Estosresul -
tados muestran que lafase de crecimiento enlaque se
encuentran las células y en consecuencia la densidad
celular alcanzada, incide sobre lasintesisy concentra-
cién de proteinas, aterando la expresién de los genes
implicadosy dandocomoresultadoun patréndebandas
diferentes, segliinlafasedecrecimientoconsiderada. El
aumento de concentracion proteica observado en los
cultivosconaltadensidad celular respectodelosdebgja
densidad celular y laaparicion de nuevas bandas o de-
sapariciondeotras, puederel acionarseconloplanteado
por Unni y Rao (2001) quienes describen que en fase
estacionaria(atadensidad celular) losmicroorganismos
Se encuentran en una situacion de estrés por disminu-
ciéndelaconcentracidndenutrientes, mayor poblacion
y/o acumulacion de productosdel metabolismo micro-
bianoy esto puedellevar aquesesinteticennuevaspro-
teinaso queaumentelaconcentracion delasyaexisten-
tes. Estos resultados también pueden relacionarse con
lo planteado por Sanchez-Contreras (2007) respecto a
quelosrizobios utilizan e sistemade quorumsensing
pararegular, entre otras cosas, |a adaptacion alafase
estacionariade crecimiento, considerando que este fe-
nomeno estadirectamenterel acionado con ladensidad
cdular.

Rev. FacuLTap be Acronomia UBA, 31(1-2): 1-8, 2011



6 S.LARROULET etal.
S. meliloti B-399 B. japonicum E-109
350 1 b 207 b
F 180 4
300 160
i —1 140 4
2 250 2
E 200 4 ‘GE) 100 1
‘D J B ¢
g 150 e zg
[} | a o W7
= 2. .
.
0 0 -
Baja densidad celular Alta densidad celular Baja densidad celular Alta densidad celular

FIGURA 4. Concentracion de proteinas celulares totales en cultivos de baja y alta densidad celular, para las cepas
S. meliloti B-399 y B. japonicum E-109. L os datos son medias + E. E de 4 determinaciones independientes. Letras
diferentes en cada columna indican diferencias significativas de acuerdo al test ANOVA (a=0,05).
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FIGURA 5. SDS-PAGE para muestras de proteinas celulares totales. La figura de la izquier da corresponde a la cepa

S. meliloti B-399y la figura de la derecha corresponde a la cepa B. japonicum E-109. En ambasfigurasla Calle 1 corresponde

a muestras de cultivos con baja densidad celular y la Calle 2 corresponde a muestras de cultivos con alta densidad
celular.
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El hecho que los resultados de este trabgjo mues-
tren cambiosen laproduccion de polisacaridosy pro-
teinas en funcién de ladensidad celular, nos permite
plantear la posibilidad que los sistemas de quorum
sensingincidanenel procesosimbi6ticotantoenlano-
dulacién como en lafijacién de nitrogeno, conside-
rando que estos componentes celulares son esencia-
lesparaunasimbiosisefectivaentrelosrizobiosy el
huésped especifico.

CONCLUSIONES

Es bien conocido que existe una sefializacion
extracelular enlainteraccion entrelaplantahuésped
y labacteria. Los rizobios utilizan diferentes meta-
bolitoscomo método desefiali zaci 6n, incluyendo po-
lisacaridos extracelulares y proteinas. Los ensayos
realizadosen el desarrollodeestetrabajo permitieron
confirmar, paralascepas S meliloti B-399y B. japo-
nicum E-109, atravésdelosperfilesdebandasdelL PS

y proteinastotal es, queel contenidoy/ocomposicion
delosmismosdependendeladensidad celular delos
cultivos rizobianos. Los perfiles de bandas revelan
maodificaciones estructuralesen los LPSy variacio-
nes en la expresion de genes relacionados con la
sintesis de estas proteinas, 10 que provocaria cam-
bios en los procesos fisioldgicos implicados en el
establecimientodelasimbiosis. Por ello, seprevéen
un futuro continuar estos estudios con ensayos en
plantasparadeterminar si el comportamientosimbi6-
tico frente alavariedad vegetal especifica, sevein-
fluenciado por lasdiferentesdensidadescelularesde
los cultivos rizobianos utilizados.
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