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Resumen

El cultivo de la cepa LA21, una cepa no-mucoide de Azovfobacter vinelandiz, derivada de la cepa pa-
rental ATCC90406, revel6 que el alginato no es necesario para la formacion de los agregados ce-
lulares. De hecho, la cepa mutante desarroll6 agregados significativamente mas grandes que los
generados por la cepa parental mucoide (ATCC9046), lo cual sugiere que el alginato ejerce un efec-
to negativo sobre el tamafio de agregacion debido a sus propiedades como agente tensoactivo. Al
tratar los agregados con proteasas se produjo una disminucion en el didmetro equivalente de las estruc-

turas, sugiriendo la participacion de proteinas extracelulares en el proceso de agregacion de la bacteria.
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Abstract

The culture of strain LA21, a non-mucoid strain of _Azotobacter vinelandii derivative of ATCC
9046, revealed that alginate is not necessary for aggregate formation. In fact, the non-mucoid stra-
in LA21 developed aggregates significantly larger than those of the mucoid strain (ATCC 9040),
which suggests that alginate has a detrimental effect on the aggregate size, due to its properties as a
surface active agent. Treating the aggregates with a protease caused a decrease in the equivalent dia-
meter of the structures, suggesting the participation of extracellular proteins in the aggregation.
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Introduccién

Agotobacter vinelandii es una bacteria Gram-
negativa, la cual se desarrolla en forma planc-
tonica o puede formar agregados multicelulares
(Pefia ez al., 1997). Cuando las células se desarro-
llan en cultivos sumergidos bajo condiciones de
agitacion moderadas, forman agregados (Pefia
et al., 2000; 2002). Bajo esas condiciones, A. v/-
nelandii produce alginato (un exopolimero lineal
formado por el acido B-D-manurdnico y su epi-
mero, el acido a-L-gulurénico) de alto peso mo-
lecular y, por tanto, los caldos de fermentacién
exhiben una alta viscosidad.

La agregacion de las células es un feno-
meno extendido en el mundo microbiano, en-
contrandose en bacterias, levaduras, hongos
filamentosos, algas y protistas. La agregacion
puede ser definida como la agrupacién de cé-
lulas para la formacion de estructuras estables
bajo condiciones fisioldgicas especificas. En ge-
neral, la agregaciéon involucra la participacion de
polimeros naturales como polisacaridos com-
plejos y poliaminoacidos que son excretados a
las superficies celulares (Burdman e al, 2000a;
2000b).

En el caso de Agospirillum brasilense, hay
evidencias claras sobre el importante papel de
los polisacaridos extracelulares (exopolisacari-
dos, EPS y polisacaridos capsulares, CPS) en la
agregacion de este microorganismo (Del Ga-
llo y Haegi, 1990; Burdman e a/, 2000a). En
contraste, estudios previos en biopeliculas con
c¢lulas de Pseudomonas aernginosa (Nievens et 4al.,
2001; Gémez-Suarez ef al., 2002; Wozniak e/ al.,
2003) han revelado que el polisacarido alginato
no contribuye a la formacién de las biopelicu-
las y podria tener hasta un efecto negativo en la
formacion de estas estructuras (Wozniak ef al.,
2003).

En el caso de A. vinelandii, se han realizado
algunos intentos para tratar de relacionar la pat-
ticipacion del alginato producido por esta bac-
teria, particularmente su peso molecular, en el
proceso de agregacion celular (Pefia ef al., 2000;
2002). Sin embargo, la influencia del alginato en

la agregacion de A. vinelandii no se ha determina-
do aun. Es importante sefialar que la agregacion
de A. vinelandii es un factor que pudiera influir
en la transferencia de oxigeno en los cultivos y,
a su vez, en la produccién de alginato por este
organismo (Pefa ez al., 2000; 2002).

Con el objetivo de establecer si el alginato
juega un papel relevante en la agregacion de A
vinelandii, en el presente estudio se caracterizo
la agregaciéon de una cepa mutante no mucoi-
de de A. vinelandii (1LA21), la cual es incapaz de
producir y excretar alginato, y su desempefio se
compard con el comportamiento de una cepa
mucoide productora de alginato (ATCC 90406).

Materiales y métodos

Microorganismos

Las cepas de A. vinelandii usadas en el pre-
sente estudio fueron la ATCC 9046 (Pefa et al.,
1997) y una mutante en a/gK (LA21) (Mejia-Ruiz
et al., 1997). El gene algK codifica para una pro-
tefna peripldsmica que es parte del complejo de
polimerizaciéon del alginato; por tanto, la mu-
tante en a/K produce acidos urdnicos no po-
limerizados y se desarrolla con un fenotipo no
mucoide (Mejfa- Ruiz ¢ al., 1997).

Condiciones de cultivo

Ambas cepas se inocularon en matraces
Erlenmeyer de 500 ml, conteniendo 100 ml del
medio de Burk modificado, cuya composicion
fue previamente descrita (Pefia ef al., 1997). El
pH del medio se ajusté a 7,2 con la adicion de
NaOH de 1,0 M. A los cultivos con la cepa LA21
se les afiadié kanamicina (0,3 pg/ml). Los culti-
vos se realizaron en una incubadora con agita-
cion (New Brunswick Scientific Co., Modelo G
25) a 200 revoluciones por minuto y 29°C, hasta
alcanzar una densidad 6ptica (medida a 540 nm)
de 0,15 (dilucién 1:50). 10 ml de este indculo se
transfirieron a matraces de 500 ml, contenien-
do 90 ml del medio de Burk y se desarrollaron
bajo las mismas condiciones (200 rpm y 29°C)
durante 72 h.
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Andlisis de agregacion

El analisis de agregacion se realizd me-
diante la tincién de las células provenientes de
1 ml de caldo de cultivo con 10 pl. de azul de
metileno (al 1% p/v). Las observaciones mi-
croscopicas fueron realizadas con un microsco-
pio 6ptico (Nikon, modelo 104). La captura de
la imagen y el analisis se realizaron de acuerdo
con el método previamente descrito por Pefia
et al. (2002). Con el proposito de caracterizar
el tamafio de los agregados se usé el diametro
equivalente (DE) como parametro. Este pa-
rametro es definido como el didmetro de un
circulo perfecto, teniendo la misma area del ob-
jeto que se midi6 [DE = 4 x (irea/perimetro)]
(Pefia et al., 2002). Para cada muestra se midie-
ron 300 objetos, este nimero fue determina-
do como el de muestra minimo requerido para
tener un valor representativo. La concentracion
de objetos en la muestra se midié mediante una
camara de Neubauer, a partir de una muestra
tefida con azul de metileno. Se realizaron tres
experimentos independientes, los cuales fue-
ron estudiados mediante un andlisis de vatian-
za (Anova). Se consider6 un nivel de confianza
del 95% para todas las muestras.

Tratamiento con proteasas

El efecto del tratamiento de los agrega-
dos con una proteasa fue evaluado afadiendo
5 mg/ml. de papaina (E.C. 3.4.22.2, Sigma
Chemicals, Co.) a muestras de 1 mL de caldo.
Las muestras fueron incubadas durante 4 h y la
morfologia de los agregados se evalu6 con el
sistema de andlisis de imagen descrito previa-
mente (Pefa e/ al., 2002).

Resultados y discusién

Para establecer el grado de participacién
del alginato en los agregados se evalué el com-
portamiento de una cepa no productora de al-
ginato (LLA21). Fista es una mutante isogénica
de la cepa silvestre ATCC9046, la cual presenta
una mutacién polar en el gen a/gK, mediante
la cointegraciéon de un casete de kanamicina

(interposén), produciendo un fenotipo no mu-
coide (ya que no produce alginato, sino acidos
urénicos no polimerizados) (Mejia-Ruiz 7 al.,
1997). Se cree que la proteina AlgK (50,9 kDa),
es una de las responsables de la polimerizacion
de los acidos urdénicos para formar el polima-
nuronato (Mejia-Ruiz e al., 1997).

Como se observa en la figura 1, la cepa
LA21 desarrollé agregados, indicando que no
es necesaria la produccion de alginato para la
formacion de estas estructuras. No se obser-
varon diferencias morfologicas claras entre los
agregados formados por la cepa mucoide y la
cepa no mucoide. Hs importante sefialar que
ésta es la primera vez que tal efecto es demos-
trado patra A. vinelandii cultivado en fermenta-
cién sumergida. Se evaluaron las distribuciones
del tamafio de los agregados producidos por
las cepas ATCC 9046 y LA21 (figura 2). La cepa
LA21 desarroll6 agregados con un DE prome-
dio de 27,8 £ 4,1 um; mientras que los agrega-
dos de la cepa ATCC9046 mostraron un DE
promedio de 16,1 + 4,5 um. El andlisis median-
te la prueba de Anova demostrd una diferencia
significativa (P = 0,05) en los DE promedio de
ambas poblaciones.

Las biopeliculas y la agregacion celular en
cultivos sumergidos comparten algunas carac-
teristicas estructurales y, por tanto, es posible
comparar su comportamiento en el laborato-
rio. Los resultados de este trabajo coinciden
con los reportes previos para la formacion de
biopeliculas conteniendo células de Psexdomonas
aeruginosa (Nivens et al., 2001; Goémez Suarez et
al., 2002; Wozniak et al., 2003). Estos autores
encontraron que cepas no mucoides de P. aeru-
ginosa fueron capaces de establecer biopelicu-
las en un patrén similar al observado con las
cepas mucoides. Similarmente, se ha sugerido
que el alginato tiene un papel poco relevante
en la formacién de agregados de P. aeruginosa
v P. fluorescens, ya que cuando se trata este tipo
de estructuras con alginasas, no se efecta signi-
ficativamente la arquitectura de la biopelicula
(Christensen e al., 2001). En el caso de A. »-
nelandii esta es la primera vez que se reporta el
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Figura 1. Microfotografias de los agregados de A. vinelandii. (A y C): cepa ATCC 9046; (B y D): cepa LA21.

Figura 2. Distribuciones de los tamafios de los agregados de A. vinelandii. Cepa ATCC046 (°) y cepa LA21 (O).
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papel que tiene el alginato en la agregacion de
la bacteria en cultivos sumergidos.

En cuanto al mayor tamano de los agrega-
dos de la cepa no productora de alginato, éste
puede deberse a que la cepa LA21 no tiene algi-
nato en su matriz extracelular. Bos ef a/. (1999)
reportaron que la formacién de agregados ce-
lulares puede estar controlada por la tension
superficial del fluido en el que son cultivados.
El alginato es un tensoactivo, lo que provo-
carfa la disminucion de la tension superficial.
Esto favoreceria que los agregados de la cepa
productora del polisacarido se dispersen en el
medio, y muestren tamafios menores. En este
sentido, Gomez-Suarez et al. (2002) encontra-
ron que la produccién bacteriana de sustancias
poliméricas extracelulares (SPE), de las cuales
el 80% son acidos urdnicos, disminuye la adhe-
sion de P. aeruginosa a superficies. En contraste,
hay casos como en A. brasilense, en donde hay
evidencias claras sobre la correlacion positiva
entre la agregacion de ese microorganismo y la
cantidad de polisacaridos extracelulares (princi-
palmente polisacaridos ricos en arabinosa) pro-
ducidos en los cultivos sumergidos en matraces
agitados (Del Gallo y Haegi, 1990; Burdman ez
al., 2000a).

No obstante que la cepa mutante LA21
formé agregados celulares con tamafios mads
grandes que los que desarroll6 la cepa parental
(ATCC 90406), la concentracién de agregados
fue considerablemente mas alta (P = 0,05) en
los cultivos con la cepa ATCC 9046 (7,3 = 0,4
x 10° agregados/mL) que lo observado en los
cultivos con la cepa mutante LA21 (1,5 £ 0,6 x
105 agregados/mL).

La mutacion a/K en la cepa mutante LA21
afecta la excrecién de alginato; sin embargo,
esta cepa conserva aun el potencial de canalizar
la fuente de carbono para la sintesis de GDP-
manosa, un precursor de la sintesis lipo-oligo-
sacaridos (LPS) (Martinez ez al., 1997). Estudios
previos con A. brasilense han demostrado que
una cepa mutante afectada en la produccion
LPS (dGDP-4-ramnosa) no formé agregados
en los cultivos, no obstante que produjo exopo-

lisacaridos ricos en glucosa (Samet ez al.,, 2004).
Por tanto, en el caso de A. vinelandii, es proba-
ble que los LPS, y no el alginato, participen en
la formacion de los agregados celulares.

Ya que las proteinas son componentes im-
portantes de la estructura de los agregados de
varias especies bacterianas (Kolter y O Toole,
1998; Burdman e 4/, 1999; 2001; Jahn ez al,
2000) se evalud la participacién de proteinas
extracelulares en el tamafio del agregado, tra-
tando las muestras del caldo de cultivo de cada
cepa con una proteasa (papaina). Como se ob-
serva en la figura 3, se presenta una caida en
el tamafio de los agregados de ambas cepas.
El didmetro equivalente promedio disminuyo
significativamente (P = 0,05), de 18,8 + 2,1 a
14,9 pm + 1,8 pm y de 26,3 £ 6 pm a 13,8 *
2,2 um para la cepa ATCC9046 y LA21, res-
pectivamente. La disminucion en el tamafio del
agregado cuando las células se incubaron con
la papaina sugiere que proteinas extracelulares
estan implicadas, al menos parcialmente, en la
agregacion de A. vinelandir.

Estudios previos en células de A. brasilense
han demostrado la participacién de proteinas
de superficie de la membrana en el proceso de
agregacion de la bacteria (Burdman e al., 1999;
2001), observandose que cuando las células de
A. brasilense se incuban con tripsina o proteina-
sa K sufren una disminucion en su capacidad
para formar agregados (Burdman ez al., 1999).
En el caso de A. vinelandii es probable que las
proteinas de la membrana externa pudieran
participar en la agregacion.

En condiciones naturales, 1a formacion de
agregados de _A. vinelandii —igual a lo observado
para otros modelos microbianos— (Hall-Stoo-
dley ez al., 2004), podria conferir a las células
una proteccion contra elementos adversos del
medio como: radiaciones de alta energfa, toxi-
cidad por metales, la exposicion acida, la des-
hidratacién, la salinidad, la fagocitosis y a los
agentes antimicrobianos. En el caso de cepas
de P. aenriginosa, se ha postulado que la forma-
cién de biopeliculas en el tracto respiratorio
de pacientes con fibrosis quistica confiere a las
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Figura 3. Distribuciones de los tamafios de los agregados de A. vinelandii. A. cepa ATCC9046 y B. cepa LA21,
sin tratamiento (linea continua) y después de incubacion con proteasa (linea discontinua).

células proteccién contra la accion de antibio-
ticos usados en el tratamiento de los pacientes
(Drenkard y Ausbel, 2002). Sin embargo, en
cultivos sumergidos, y a nivel de laboratorio, la
importancia que tiene para A. vinelandii la for-

macién de agregados no estd dilucidada.

Conclusiones

El alginato no es necesario para la agrega-
cién de A. vinelandii'y, por el contrario, tiene un
efecto negativo en el tamafio del agregado ce-

lular. Otros componentes, ya sea de naturaleza

proteica o LPS, pudieran estar determinando la

agregacion de la bacteria.
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