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Resumen

Azotobacter vinelandii es una bacteria que sufre cambios en su morfologia,
dependiendo de las condiciones en las cuales es cultivada, variando desde células libres
hasta agregados. Se ha observado que el cultivar a la bacteria en matraces, en condiciones
de baja velocidad de agitacion (200 rpm), favorece la presencia de agregados. En estas
condiciones de cultivo se desarrollan caldos de alta viscosidad, como consecuencia de los
altos pesos moleculares del alginato producido. El alginato sintetizado por la bacteria
podria estar influenciando su morfologia. En trabajos anteriores se ha postulado que el
alginato producido (en particular su alto peso molecular) provoca la agregacion de las
células; sin embargo, se desconoce el grado de participacion de éste y otros componentes
en la formacion de agregados de Azotobacter vinelandii y el mantenimiento de su
estructura.

Mediante la utilizacion de una cepa de A. vinelandii no productora de alginato
(LA21), se observé que el alginato no es requerido para la formacion de agregados, ya que
la cepa no mucoide forma agregados de manera similar a la cepa productora del
polisacarido. Al parecer existen otros componentes, probablemente proteinas extracelulares
y polisacaridos, involucrados en el proceso de agregacion.

Se varié la concentracion de calcio del medio de cultivo, con la finalidad de obtener
un alginato con distinta composicion ya que el Ca®" interviene en la biosintesis del alginato
(existen enzimas epimerasas dependientes del catién) y en su conformaciéon molecular (el
polisacarido forma asociaciones entre moléculas mediadas por el calcio). El objetivo fue
evaluar la relacion entre las caracteristicas del alginato sintetizado y la morfologia de los
agregados. En el rango de 3 a 50 mg CaSOy4/L la proporcion de restos guluronato (G)
aumenté con el calcio del medio, mientras que a concentraciones superiores permanecio
constante. Se obtuvo una alta viscosidad en los caldos a los cuales se afiadi6 de 3 a 50 mg/L
y una viscosidad baja al afiadir concentraciones superiores del cation.

A pesar de haber obtenido diferencias en la viscosidad del caldo de cultivo, el peso
molecular y composicion del alginato, no se observaron variaciones en el diametro
equivalente (tamafio) ni en la circularidad (forma) de los agregados desarrollados por A.
vinelandii. Sin embargo, la cepa ATCC9046 (productora de alginato) llegd a presentar
frecuencias de agregacion 5 veces mayores que las desarrolladas por la cepa LA21 aunque
el diametro equivalente de éstos agregados fue significativamente menor que el de los
generados por la cepa LA21. Se propone que el alginato tiene un efecto negativo en la
agregacion, debido a sus propiedades surfactantes.

El alto peso molecular del alginato producido en los cultivos en los cuales se
favorece la formacion de agregados podria estar relacionado con la presencia de bajas
velocidades de crecimiento en las células que forman parte de estas estructuras, condicion
que se ha observado promueve la sintesis de alginato de alto peso molecular.

viii



Introduccion

1. Introduccion

En trabajos realizados por Pefia et al. (1997; 2000; 2002a) y Reyes (2000) se ha
observado que las condiciones bajo las cuales Azotobacter vinelandii es cultivada,
influencian tanto su morfologia como las caracteristicas fisicoquimicas del alginato
sintetizado. Esta bacteria puede crecer de manera libre o llegar a formar aglomerados
celulares llamados agregados. La presencia de agregados se ve favorecida cuando A.
vinelandii es cultivada en matraces, a baja velocidad de agitacion, condiciones en las que
hay poca aireacion y mezclado (Pefia, 1998; Pena et al., 2002a). En estos cultivos es comin
obtener alginatos de un alto peso molecular y como consecuencia, los caldos son altamente
viscosos (Peiia et al., 1997; 2002a). El alginato producido por la bacteria podria estar

involucrado en la formacion de los agregados.

Estudios realizados sobre la formacion y estructura de biopeliculas de distintas
especies de Pseudomonas (productoras de alginato) han mostrado que el alginato tiene gran
importancia en estos sistemas (Davies et al.,, 1993; Boyd y Chakrabarty, 1994; 1995;
Hentzer et al., 2001), mientras que otros autores reportan que el alginato no contribuye
significativamente a la adhesion celular en biopeliculas (Christensen et al., 2001; Nivens et

al., 2001; Gémez-Suarez et al., 2002; Wozniak et al., 2003).

El alginato es un copolimero constituido por residuos de acido B-D-manurdnico (M)
y a-L-gulurénico (G), unidos por enlaces 1—4 (Rehm y Valla, 1997). El carbohidrato es

producido inicialmente como é4cido polimanurénico y posteriormente algunos residuos M

Agregacion de Azotobacter vinelandii 1



Introduccion

son epimerizados a G por enzimas epimerasas (AlIgE1-AlgE7 y AlgG). Las enzimas AlgE
son dependientes de calcio (Sabra et al., 2001; Valla et al., 2001). Adicionalmente,
moléculas de alginato con un alto contenido de residuos G son capaces de formar geles en
presencia de calcio. Asi, la concentracion de calcio influye tanto en la composicion del

alginato como en las asociaciones entre moléculas (Annison y Couperwhite, 1986).

Como parte de este trabajo se evalué el grado de participacion del alginato
producido por 4. vinelandii en el proceso de agregacion de la bacteria, mediante el cultivo

de una cepa mutante no productora de alginato.

Posteriormente se cultivo a una cepa productora de alginato y se indujo la sintesis
de polisacarido con distinta composicion, al variar la concentracion de calcio del medio de
cultivo. Esto se realizo con el objeto de determinar el efecto del peso molecular, la
composicion del alginato y la viscosidad de los caldos, sobre la morfologia de los
agregados. Se caracterizo morfolégicamente a los agregados generados en las distintas
condiciones de cultivo y se determind la existencia de diferencias entre dichas muestras de

agregados.

Agregacion de Azotobacter vinelandii 2



Antecedentes

2. Antecedentes

2.1. Biologia de Azotobacter vinelandii

Azotobacter vinelandii es una Eubacteria Gram-negativa, fijadora de nitrogeno. Su
morfologia puede variar desde bacilos hasta células en forma de cocos. Se les puede
observar como células individuales o formando agregados irregulares (figura 1). Es una
bacteria aerobia, pero puede crecer en concentraciones de oxigeno bajas. En condiciones
ambientales adversas sufre un proceso de diferenciacion que transforma la célula vegetativa
en una forma en estado latente o quiste (Espin, 2002). En el estado latente, la célula esta
rodeada de una capsula protectora que consiste de una capa delgada exterior (exina) y una
capa interior mas gruesa (intina), ambas ricas en proteinas, lipidos y carbohidratos (Espin,
2002). Cuando los requerimientos para el crecimiento estan presentes, la célula se libera de

la capsula del quiste y entra en un estado vegetativo (Espin, 2002).

El tamafio de una célula vegetativa es aproximadamente de 2 x 5 um de diametro y
éste se ha asociado con la poliploidia (posee varias copias de su cromosoma), calculandose

que puede tener hasta 80 copias (Espin, 2002).

Figura 1. Células de Azotobacter vinelandii (cepa ATCC9046) de manera libre (a) y

formando agregados (b y c). Objetivos utilizados 100x (a y ¢) y 40x (b).

Agregacion de Azotobacter vinelandii 3



Antecedentes

A. vinelandii produce dos polimeros de interés industrial: el polisacarido
extracelular alginato, y el poliéster intracelular, poli-B-hidroxibutirato (PHB). El PHB es un
plastico biodegradable y es acumulado como un compuesto de reserva de carbono y
energia. Para la exitosa formacion de quistes, el PHB y alginato son esenciales (Sabra et al.,

2001).

2.2. Agregacion de Azotobacter vinelandii

Pefia et al. (1997; 2000; 2002a) han observado que Azotobacter vinelandii puede
crecer de manera libre o planctonica, o asociarse en pequefios grupos llamados agregados
(figura 1). Pefa et al. (2000) reportaron la presencia de agregados en cultivos de A.
vinelandii, crecidos en matraces y en biorreactores. En este mismo trabajo, se observo que
la formacién de estas estructuras se ve favorecida en condiciones de baja aireacion y baja
velocidad de agitacion (matraces convencionales, agitados a 200 rpm). Monitoreando la
presencia de agregados de A. vinelandii durante 72 h, para matraces convencionales y
matraces bafleados, se encontr6 que en matraces convencionales el tamafio de agregados
aumento con el tiempo de cultivo, mientras que en matraces bafleados practicamente se

observaron células libres (Pefia et al., 2002a).

Pefia et al. (2002a) postularon que el alginato producido por A. vinelandii podria
estar involucrado en la agregacion de las células. Estos autores reportaron que el aumento
en la viscosidad del medio de cultivo, debido principalmente al peso molecular del alginato
producido, parece estar asociado al aumento en el didmetro equivalente de los agregados

evaluados durante el cultivo (Pefia et al., 2002b). Actualmente, se desconoce el grado de
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Antecedentes

participacion del alginato y otros componentes en la formacién de agregados y en el
mantenimiento de su estructura. Autores como Davies et al. (1993), Boyd y Chakrabarty
(1994; 1995) y Hentzer et al. (2001) han reportado que el alginato producido por algunas
bacterias, tiene gran importancia en la formacion y estructura de biopeliculas celulares. Sin
embargo, Christensen et al. (2001), Nivens et al. (2001) Gémez-Suarez et al. (2002) y
Wozniak et al. (2003) encontraron que el alginato no contribuye a la adhesion celular ni al

mantenimiento de la estructura de biopeliculas.

2.2.1. Biopeliculas bacterianas

Las biopeliculas son sistemas heterogéneos que consisten de células embebidas en
una matriz de sustancias poliméricas extracelulares (SPE) (como polisacéridos, proteinas o
acidos nucleicos), sales y hasta un 98 % de agua (Korstgens et al., 2001; Sutherland, 2001c¢:
Goémez-Sudrez et al., 2002; Hall-Stoodley et al., 2004). Esta definicion incluye agregados
microbianos y floculos. En el presente trabajo, los grupos de células adheridas unas a otras
pero en suspension, seran nombrados agregados mientras que las asociaciones de células
adheridas a una superficie, biopeliculas. Los microorganismos que forman parte de
biopeliculas predominan en virtualmente todos los ecosistemas (Costerton et al., 1995;
Sutherland, 2001b; Hall-Stoodley et al., 2004). Trabajos recientes han mostrado que las
biopeliculas no son simples ensamblados pasivos de células que se adhieren, sino sistemas
biolégicos dinamica y estructuralmente complejos (Hall-Stoodley et al., 2004). Aunque la
funcién y apariencia de estas estructuras puede variar, todas se forman de la misma
secuencia de eventos basica: a) union reversible, b) unién irreversible, ¢) maduracion-1, d)
maduracion-2 y e) dispersion (Gomez-Suérez et al., 2002; Sauer et al., 2002; Stoodley et

al., 2002) (figura 2).
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ADHESION CRECIMIENTO SEPARACION

.: '.:._'.. .' = ..:-. e %
Figura 2. Diagrama del desarrollo de biopeliculas (Center for Biofilm Engineering, 2004).

La formacién de biopeliculas puede ocurrir al menos por tres mecanismos: a) en el
primero ocurre una redistribucion de células adheridas por motilidad, b) el segundo consiste
en division binaria de células adheridas, c) el tercer mecanismo de agregaciéon es el
reclutamiento de células del seno del liquido a la biopelicula en desarrollo (Stoodley et al.,

2002).

Costerton et al. (1995) postularon que en ambientes donde hay pocos nutrientes, es
una ventaja el crecer en biopeliculas. Estas estructuras se caracterizan por una
cooperatividad fisioldgica, constituyendo una comunidad funcional coordinada que haria a
la comunidad microbiana mas eficiente que las células plancténicas (Costerton et al., 1995).
Hall-Stoodley et al. (2004) reportaron que el crecimiento en biopeliculas provee un grado
de estabilidad a las bacterias que las conforman, permitiéndoles protegerse del medio
ambiente (contra los rayos U.V., la toxicidad por metales, la exposicion acida, la

deshidratacién, la salinidad, la fagocitosis y a los agentes antimicrobianos). La produccién
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de sustancias poliméricas extracelulares (SPE) por las bacterias que se encuentran dentro de
las biopeliculas participan en la unién inicial de la bacteria a superficies u otras células, en
la formacion y mantenimiento de la estructura de la biopelicula, en el aumento de la
resistencia a estrés ambiental y en la nutricion (Korstgens et al., 2001; Sutherland, 2001c¢;

Goémez-Sudrez et al., 2002; Stoodley et al., 2002; Hall-Stoodley et al., 2004).

Existen tres mecanismos propuestos para explicar el aumento en la resistencia en
bacterias dentro de biopeliculas. El primero es la barrera difusional proporcionada por la
matriz viscosa. Se ha postulado que biopeliculas rodeadas de exopolisacaridos son mas
resistentes a la accion de agentes antimicrobianos (Drenkard y Ausbel, 2002). El segundo
involucra el estado fisioldgico de las bacterias, es decir, la creacion de fases estacionarias,
limitadas en nutrientes o latentes dentro de las biopeliculas. Microorganismos con
velocidades de crecimiento menores parecen tener una susceptibilidad menor que las
células libres (Huang et al., 1998). Un tercer mecanismo podria ser la existencia de
subpoblaciones con fenotipos resistentes (a antibidticos por ejemplo) dentro de las

estructuras (Huang et al., 1998; Hall-Stoodley et al., 2004).

La formacién de agregados celulares podria disminuir la eficiencia de transferencia
de nutrientes y oxigeno o deteriorar materiales de cultivo (de Boer et al., 1993; Huang et
al., 1998; Pefia et al., 2000; 2002a), por lo que éste estudio estd encaminado a entender las

implicaciones del alginato producido por Azotobacter vinelandii en el proceso de

agregacion celular.
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2.2.2. Estructura de las biopeliculas

La estructura de las biopeliculas esta influenciada por factores biol6gicos como la
motilidad, la velocidad de crecimiento, la sefializacion celular, la produccion de SPE y
factores fisicos del ambiente (Sutherland, 2001¢). Como un ejemplo, Stoodley et al. (2002)
observaron que las biopeliculas de archea y bacterias cominmente son filamentosas, en
ambientes con flujos turbulentos, como los drenajes. En flujos laminares, las biopeliculas
tienden a formar estructuras con forma de champifion (Hall-Stoodley et al., 2004). También
se ha observado que los cambios en las condiciones nutricionales modifican la estructura de
las biopeliculas (Hall-Stoodley et al., 2004). De manera similar a lo observado por Pefia et
al. (1997; 2000; 2002a), Schalkwyk et al. (2003) reportaron que condiciones de baja

intensidad de mezclado favorecen la agregacion de Propionibacterium jensenii.

Stoodley et al. (2002) encontraron que las SPE determinan la fuerza de cohesion de
las biopeliculas. De la misma manera, Korstgens et al. (2001), Sutherland (2001¢), Go6mez-
Suarez et al. (2002) y Sobeck y Higgins (2002) han observado que las SPE juegan un papel

importante en la determinacion de las propiedades fisicas de las biopeliculas.

Existen actualmente numerosos estudios donde se han evaluado los componentes
involucrados en la formacion de biopeliculas de distintos organismos y la importancia de
dichos componentes. Korstgens et al. (2001) determinaron que el alginato producido por
Pseudomonas aeruginosa es el principal componente de las SPE en el agregado formado.
Jahn et al. (2000) reportaron que en biopeliculas de Pseudomonas putida, las proteinas
llegan a ocupar hasta un 75 % del total de SPE. El levano, polisacarido que produce

Bacillus polymyxa, es esencial para su adhesion a la rizésfera de la planta. Por su parte, el
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galactoglucano producido por Zoogloea ramigera interviene en la formacion de agregados
(Sutherland, 2001c). El 4cido colanico producido por Escherichia coli es esencial para el
desarrollo de la estructura de biopeliculas (Danese et al., 2000). Burdman et al. (1998;
1999; 2000; 2001) reportaron la importancia de los exopolisacaridos y las proteinas de
membrana externa producidos por Azospirillum brasilense en el proceso de agregacion. Las
SPE ricas en glucosa y galactosa producidos por Vibrio cholerae O1EI Tor son requeridas
para el desarrollo de la estructura compleja de sus biopeliculas (Yildiz et al., 2001).
Schalkwyk et al. (2003) reportan la participaciéon de carbohidratos complejos en la
formacion de agregados por la bacteria Propionibacterium jensenii. Asi mismo, el DNA
extracelular producido por P. aeruginosa parece ser esencial para la formacion de

biopeliculas (Whitchurch et al., 2002).

Autores como Allison y Sutherland (1987), Boyd y Chakrabarty (1994; 1995),
Burdman et al. (1998; 2000), Danese et al. (2000), Hentzer et al. (2001) y Schalkwyk et al.
(2003) han enfatizado la participacion de los exopolisacaridos en la formacion de
biopeliculas; sin embargo, otros autores los consideran un factor que disminuye la adhesion
(Pringle et al., 1983; Williams y Fletcher, 1996; Gomez-Suarez et al., 2002; Béchet y
Blondeau, 2003; Wozniak et al., 2003). Los polisacaridos pueden interactuar con ellos
mismos o con moléculas similares para producir geles. También interactian con proteinas y
glicoproteinas, ya sea en solucién o estando unidas a la superficie de otras células
(Sutherland, 2001b). De la misma manera existen estudios que reportan la participacion de
distintos tipos de proteinas producidos por bacterias en la formacion de agregados y su

adhesion (Burdman et al., 1999; 2001; Jahn et al., 2000; Sauer et al., 2002).
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2.2.3. Técnicas de medicién de la formacion de biopeliculas

Millsap et al. (1998) realizaron una clasificacion de distintos métodos empleados
para estudiar la agregacion. Estos métodos incluyen evaluaciones macroscopicas,
microscopicas, turbidimétricas y radioactivas. Los métodos macroscopicos se basan en
mezclar muestras microbianas en un tubo de ensayo, agitando para acelerar la congregacion
y evaluando visualmente en una escala relativa el grado de agregacion. Estos métodos son
considerados semicuantitativos. Los métodos microscopicos tienen la ventaja de que los
microorganismos pueden ser vistos directamente. Los métodos espectrofotométricos miden
la agregacion como una reduccion en la absorbancia de luz en un espectrofotometro. Estos
métodos son simples, pueden ser cuantitativos y han sido utilizados por numerosos autores
(Burdman et al., 1998; Bos et al., 1999; Biggs et al., 2001; Wozniak et al., 2003). Las
evaluaciones radioactivas permiten cuantificar la agregacion; sin embargo, el uso de
isotopos radiactivos requiere condiciones de manejo y procedimientos especiales, que

conllevan riesgos para el usuario (Millsap et al., 1998)

Bos et al. (1999) reportaron la evaluacién y cuantificacion de la adhesion
microbiana mediante un contador Coulter. Gémez-Suarez et al. (2002) utilizaron una
camara de flujo de placas paralelas acoplado a un sistema de analisis de imagenes. Por su
parte, O’Toole y Kolter (1998) desarrollaron un método para la cuantificacion de la
formacion de biopeliculas bacterianas, conocido como el método O’Toole y Kolter, en el
cual las células son cultivadas sin agitar, en placas multipozos de PVC. Posteriormente, las
placas son lavadas abundantemente para remover células no adheridas y tefiidas con cristal
violeta. Este procedimiento de tinciéon permite la visualizacion de células unidas a las

superficies.
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Existen un gran nimero de trabajos enfocados al anélisis de la morfologia,
principalmente de levaduras y hongos filamentosos y en menor grado de bacterias
(Thomas, 1992; de Boer et al., 1993; Vicente et al., 1996; Azeredo et al., 1997, O’Shea y
Walsh, 2000; Bloem et al., 1995; Pazouki y Panda, 2000; Christensen et al., 2001; Mas y
Ghommidh, 2001; Li y Yuan, 2002). En éstos se han utilizado sistemas de andlisis de
imagenes acoplados a un microscopio, los cuales permiten obtener la informacién de una
imagen mediante la utilizacién de una computadora. Wilkinson y Schut (1998) presentan
una recopilacion de los aspectos mas importantes del analisis de imagenes, asi como

ejemplos practicos de su utilizacién en morfometria de hongos, levaduras y bacterias.

En el presente trabajo se realizé la medicién de la agregaciéon de Azotobacter
vinelandii mediante un sistema de analisis de imagenes (figura 3), previamente reportado
por Peiia et al. (2002a). Con este sistema fue posible obtener datos cuantitativos de

imagenes, tales como tamario y forma de los objetos.

Monitor
Camara CCD

Tarjeta de
adquisicién y
Ul programa de
e procesamiento de

=l imigenes
Microscopio .
dptico

Figura 3. Equipo de analisis de imagenes utilizado en el presente estudio.
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2.3. Caracteristicas del alginato

2.3.1. Estructuray propiedades

El alginato es un polisacarido de cadena lineal, compuesto de los dcidos manurénico
y su epimero C-5 a-L-gulurénico (figura 4). Estos monomeros pueden estar distribuidos en
estructuras de bloques homopoliméricas o heteropoliméricas (Gacesa, 1998). Debido a que
un bloque M esta formado de grupos ecuatoriales en el carbono 1 y 4 (C, y Cy), en estado
solido, tiende a formar estructuras de tipo liston extendido. Por su parte, los bloques G
estan formados de grupos axiales en los C; y Cy, resultando en una cadena con forma de

cinta rizada (McHugh, 1987).
u&w\ i OH
M «
on ﬁt%‘ G
H
-B ¥ »
MM o HO o~

SO oot ° 87"
GG
] cog” f o [=--)
Figura 4. Acido manurénico (M), acido gulurénico (G) y bloques de estos monoémeros

(MM y GG) de alginato (Gacesa, 1998).

La gran versatilidad de los alginatos en distintos campos, se debe a sus propiedades
gelificantes y viscosificantes (Gacesa, 1998). La capacidad gelificante depende del
contenido relativo de los dos mondmeros, mientras que la viscosidad de las soluciones de
alginato, la cual determina su capacidad espesante, depende principalmente del peso
molecular del polimero (Gacesa, 1998). Otros factores que influyen en la viscosidad son la

concentracion de alginato, la temperatura, el pH o la presencia de iones calcio (Sabra et al.,
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2001). Las soluciones de alginato son pseudoplasticas, esto es, la viscosidad disminuye al
incrementarse la velocidad de deformacién (McHugh, 1987). McHugh (1987) reporté que
la presencia de bajas concentraciones de iones calcio en una solucién de alginato (hasta 70
mg CaSOy4/L) incrementa su viscosidad, mientras que cantidades mayores (a partir de 100
mg CaSOg4/L) propician la formacion de un gel. La adicion de calcio es una forma de
incrementar la viscosidad de una soluciéon sin aumentar la concentracion de alginato
disuelta o el peso molecular del mismo, debido a que favorece las interacciones entre

moléculas del polisacarido (McHugh, 1987).

2.3.2. Interaccion entre el alginato y el calcio

La concentracion de calcio es critica para el crecimiento microbiano y produccion
de metabolitos (Martins et al., 1990). El proceso de sintesis de alginato no es la excepcion.
Originalmente sintetizado como acido polimanurénico, el alginato sufre una epimerizacion
de algunos restos de acido manurénico no acetilados, a acido gulurénico, por enzimas
epimerasas (figura 5) (Annison y Couperwhite, 1984). Esto tiene lugar en la superficie

celular, después de la expulsion del polimero al ambiente extracelular (Valla et al., 2001).

El genoma de A. vinelandii codifica siete diferentes epimerasas (relacionadas
evolutivamente), dependientes de calcio (AlgE1-E7). Los patrones de epimerizacion
generados por cada una de estas enzimas son distintos (Valla et al., 2001). Pueden dividirse
en dos grupos principales: aquellas que generan exclusivamente bloques MG (AlgE4), y
aquellas que forman bloques G (Valla et al., 2001). Las enzimas dentro de los dos grupos
no generan los mismos patrones de epimerizacion, ya que la longitud promedio de los

bloques G puede variar (Sabra et al., 2001). La enzima AlgE6 puede introducir hasta un 78
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% de residuos guluronato o ain mas. El resto de las enzimas muestran propiedades
diferentes. AIgE2 y AIgES generan bloques G mas cortos que AIgE6, mientras que AlgEl y
AlIgE3 generan bloques G y secuencias alternadas, respectivamente. La enzima AlgE7
muestra actividades de epimerasa y liasa (Valla et al., 2001).

. R

B~D-Ac PoliNan
M

C-5 Epinerasa

%f%

H Alginato

Figura 5. Proceso de epimerizacién de residuos de manuronato (M) a guluronato (G)

(Draget et al., 1998).

Ademas de esta familia de proteinas, 4. vinelandii codifica para otra enzima (AlgG)
que cataliza la epimerizacion en ausencia de calcio. Se cree que la enzima AlgG se
encuentra en el periplasma, mientras que las enzimas AlgE1-AlgE7 se encuentran unidas a
la parte exterior de la membrana (Sabra et al., 2001). Annison y Couperwhite (1986) y
Valla et al. (2001) reportaron que la concentracién de Ca’’ tiene efecto no sélo en la
cantidad de acido gulurénico incorporado al polimero sino también a la distribucion final

de bloques.

Como se menciond anteriormente, el alginato es capaz de formar geles. Este

proceso es dependiente de la presencia de bloques G e involucra la interaccion de cadenas
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de polisacarido con la mediacion de cationes divalentes como el calcio, de tal manera que
un cation se coordina con cuatro residuos de guluronato (figura 6) (Annison y Couperwhite,
1984, 1986; Draget et al., 1998; Braccini y Pérez, 2001; Valla et al., 2001). En las regiones
de bloques G, se presentan cavidades electronegativas formadas por residuos adyacentes de
la cadena del polimero. El calcio permanece en estas zonas de unién entre moléculas de
alginato (Annison y Couperwhite, 1984). Debido al arreglo de cationes a lo largo de esta
zona, la estructura es descrita como una caja de huevos (Annison y Couperwhite, 1986;

Draget et al., 1998; Braccini y Pérez, 2001).

Figura 6. Estructura tipo ‘Caja de huevos’ de asociaciones mediadas por calcio entre

bloques G de moléculas adyacentes de alginato (Braccini y Pérez, 2001).

2.3.3. Biosintesis del alginato por Azotobacter vinelandii

Azotobacter vinelandii puede convertir la fuente de carbono a biomasa, alginato o
polihidroxibutirato (PHB) (Sabra et al., 2001). Cuando se presenta una condicion de baja
concentracion de oxigeno y una alta concentracion de carbono en el medio de cultivo, se
favorece la acumulacion de NADH y NADPH en la célula (Espin, 2002). Estos metabolitos
inhiben varias enzimas del catabolismo de glucosa y el ciclo de Krebs y en estas
condiciones se sintetiza el PHB (Espin, 2002). A altas concentraciones de oxigeno disuelto,

la bacteria usa la fuente de carbono principalmente para produccion de biomasa (Pefia et al.,
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1997). En condiciones estrictamente controladas de oxigeno, se logra una eficiente

conversion de sacarosa a alginato (Pefia et al., 1997).

Al menos 24 genes han sido directamente implicados en la biosintesis de alginato en
P. aeruginosa. En el caso de 4. vinelandii hay menos informacion acerca de esto (Sabra et
al., 2001). La biosintesis de alginato es un proceso que requiere de mucha energia. Los
pasos iniciales de la via son esencialmente aquellos del metabolismo general de
carbohidratos; el azlcar sigue la via Entner-Doudoroff (figura 7). La fructosa es
metabolizada por la fosfomanosa isomerasa, al primer intermediario, la manosa-6-fosfato,
la cual es posteriormente convertida a manosa-1-fosfato por la fosfomanosa mutasa
(Sutherland, 2001¢). La guanosino-difosfomanosa pirofosforilasa, con la ayuda de GTP,
convierte la manosa-1-fosfato a GDP-manosa. Este compuesto es convertido a acido GDP-
manurénico por la enzima guanosin-difosfomanosa deshidrogenasa, siendo el producto de
esta reaccion el precursor inmediato de la polimerizacion (Gacesa, 1998). Los productos de
los genes alg8, alg44, algX y algK son candidatos para ser subunidades del complejo
alginato polimerasa (Mejia-Ruiz et al., 1997; Rehm y Valla, 1997), siendo el producto de
esta reaccion el alginato. El punto de control cinético en la via de biosintesis se encuentra a

nivel de la enzima GDP manosa deshidrogenasa (Gacesa, 1988).

Una vez que el alginato se encuentra en el espacio periplasmico, es acetilado por
accion conjunta de las enzimas AlgF, Algl y AlglJ. El acetil-CoA es el principal donador de
los grupos O-acetil para la modificacién del alginato; sin embargo, este metabolito se
encuentra en el citoplasma, mientras que el proceso de O-acetilacion se lleva a cabo en el

periplasma. Al menos alguna de las proteinas AlgF, Algl o AlgJ debe estar involucrada en
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el transporte de los grupos O-acetil a través de la membrana celular hacia el periplasma

(Gacesa, 1998). Otro proceso importante es la epimerizacion (Valla et al., 2001).

Fosfomanosa isomerasa (algA)

/SACAR(BA\G
I

Manosa-6-PO,
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Figura 7. Via biosintética del alginato y el PHB en Azotobacter vinelandii. Entre paréntesis

se muestra el gen que codifica para la correspondiente enzima.

Ertesvag et al. (1996) sugieren que controlando los niveles de expresion de cada

enzima, las bacterias productoras de alginato son potencialmente capaces de producir

Agregacion de Azotobacter vinelandii

17



Antecedentes

diferentes tipos de alginatos. Una ventaja de la explotacion de estas bacterias como fuentes
potenciales de alginato, es que eventualmente puede ser posible controlar el grado de
polimerizacion, acetilacion, composicion y secuencia del polisacarido, lo cual no parece

factible para alginatos obtenidos de la cosecha de algas en el océano (Rehm y Valla, 1997).

2.3.4. Funcién biolégica del alginato

La funcién biolégica de la produccion de alginato por la bacteria no estd
completamente clara. La cubierta de polisacarido del quiste protege a la bacteria de la
desecacion y condiciones desfavorables (Sabra et al., 2001). Las capas de intina y exina del
quiste contienen diferentes tipos de alginato. El alginato de la exina es un polisacéarido con
un alto contenido de bloques G, lo cual resulta en una rigidez mayor, comparado con el
alginato que forma parte de la intina, que es mas rico en residuos M (Sabra et al., 2001). Se
postula que la compacta capa de alginato alrededor de la célula actia como una barrera
difusional para el oxigeno, lo cual limita su transferencia al complejo nitrogenasa,
extremamente sensible al oxigeno (Sabra et al., 2001). Se cree que el alginato producido
por A. vinelandii actia como una barrera protectora contra la toxicidad de metales pesados
0 como un sistema de intercambio i6nico (Sabra et al., 2001). Probablemente, el alginato no
tiene una sola funcion para la célula vegetativa misma, sino que le provee una multitud de

propiedades protectoras en distintas condiciones ambientales (Sabra et al., 2001).

2.3.5. Aplicaciones del alginato y fuentes de produccién.
Actualmente en el mundo se recolectan unas 85,000 ton (peso seco) de algas pardas,
de las que se obtienen unas 40,000 ton de alginato por un valor de US$ 230 millones. El

precio puede variar de 5 a 15 US$/kg, dependiendo de las caracteristicas del producto
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(McHugh, 2002; FAO, 2003). Del total del alginato producido actualmente, cerca del 50 %
es utilizado en la industria textil, el 30 % en la industria de alimentos y aproximadamente el

20 % en la industria farmacéutica (World Association of Seaweed Processors, 2002).

Los productos comerciales de mayor interés son el alginato de sodio, alginato de
propilenglicol y 4cido alginico. También son utilizadas cantidades menores de sales de
potasio, amonio, calcio y trietanolamina, asi como sales mezcladas de sodio y calcio

(McHugh, 1987).

En la industria de alimentos, el alginato se utiliza como producto estabilizante,
espesante y agente gelificante. Es utilizado en helados, rellenos para pasteles, pan, pastas,
jarabes, distintos tipos de bebidas, gelatinas, etc. (Rehm y Valla, 1997; Gacesa, 1998). En
la industria textil, es utilizado en el tefiido de telas, como espesante para la pasta que
contiene la tinta, para mejorar la fijacion, el brillo y el rendimiento de los colorantes. En la
industria del papel, se emplean peliculas de alginato que mejoran la uniformidad
superficial, aumentan la resistencia al aceite y brindan mayor brillo al aplicarle tintas al
papel (Rehm y Valla, 1997; Sabra et al., 2001). En la industria farmacéutica, el alginato es
utilizado para formar emulsiones estables, como agente desintegrante de tabletas o como
cobertura de capsulas. Es un medio muy exitoso para inmovilizar células y enzimas,
especialmente en forma de perlas de gel. Alginatos formados s6lo por residuos M pueden
encontrar importantes aplicaciones como inmunoestimulantes (Rehm y Valla, 1997; Sabra
et al., 2001). También son utilizados en procesos de tratamiento de agua, ya que ayudan a
incrementar el tamarfio de agregados en procesos de floculacion (Rehm y Valla, 1997; Sabra

etal., 2001).
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La mayoria de las algas pardas son fuentes potenciales de produccion de alginato
(McHugh, 1987). Las principales fuentes comerciales son las especies de Ascophyllum y
Laminaria (Europa), Lessonia (América del Sur), Ecklonia (Sudafrica), Durvillaea
(Australia y Chile) y Macrocystis (California y Baja California) (figura 8). Las especies
Sargassum y Turbinaria se recolectan en aguas mas calidas, pero normalmente solo

producen pequeiias cantidades de alginato de calidad inferior (McHugh, 2002).

Figura 8. Algas pardas de las especies Ascophyllum (a), Laminaria (b), Macrocystis (c) y

Lessonia (d).

Las propiedades del alginato varian con la especie y el tejido de la planta utilizado,
por lo que la seleccién del alga que sera cultivada estd basada en la disponibilidad de una
especie en particular y de las propiedades del alginato que contienen (McHugh, 1987). En
estas plantas, el alginato actiia como componente estructural, proveyendo fuerza mecéanica
y flexibilidad. Esto explica la diferencia en composiciones en diferentes especies o tejidos

de la misma planta (Draget, 2001; Sabra et al., 2001).

Existen distintas especies bacterianas que también sintetizan alginato, entre las que
se encuentran Azotobacter vinelandii, Azotobacter chrocooccum, Azotobacter beijerinckii,

Pseudomonas  aeruginosa,  Pseudomonas  syringae, Pseudomonas fluorescens,
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Pseudomonas putida, Pseudomonas mendocina y Pseudomonas corrugata (Cote y Krull,

1988; Gacesa, 1988; 1998; Likhosherstov et al., 1991).

La diferencia principal a nivel molecular entre los alginatos de algas y bacterianos
es la presencia de grupos O-acetilos en los carbonos 2 y/o 3 en los bacterianos (Draget,
2001). Como consecuencia, las bacterias producen un rango de alginatos con diferentes
estructuras de bloques y grados de acetilacion (Gacesa, 1998). Los grupos acetilo no
contribuyen a la carga total de la macromolécula. La presencia de grupos acetilo en los
residuos manuronato afecta importantemente la unién y selectividad del alginato por
cationes divalentes, tales como Ca*" y Sr**. La capacidad de unirse a Ca® y la selectividad
por este i6n es reducida grandemente en moléculas acetiladas (Geddie y Sutherland, 1994;

Lee y Day, 1995).
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3. Objetivos

3.1. Objetivo general

Estudiar la participacién del alginato en la agregacion de Azotobacter vinelandii y la
influencia de las caracteristicas del polisacarido en la formacién y morfologia de los

agregados.

3.2. Objetivos particulares

3.2.1. Estandarizaciéon de la técnica de andlisis de imagenes para la caracterizacion
rigurosa de los agregados de Azotobacter vinelandii.
3.2.1.1. Seleccién de parametros morfolégicos para la caracterizacion de agregados.
3.2.1.2. Seleccion del nimero minimo de objetos a medir.
3.2.2. Determinar los componentes involucrados en la formacion de agregados.
3.2.3. Evaluar la influencia del alginato producido y sus caracteristicas en la morfologia

de los agregados de Azotobacter vinelandii.
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4. Estrategia experimental

La estrategia global consisti6 en evaluar la participacion de alginato en la
agregacion de Azotobacter vinelandii, mediante la utilizacién de la cepa LA21 (no
productora de alginato) y posteriormente provocar la sintesis de alginato con distinta
composicion (al variar la concentracion de calcio presente en el medio de cultivo) para
determinar el efecto de las caracteristicas del alginato en la morfologia de agregados

celulares (figura 9).

!

Estandarizacion de
técnica de analisis de

Cultivo de Azetobacter vinelandii:
Matraces 500 ml, 29 °C durante 72 h

Evaluacion de los
I 3 componentes involucrados

en la agregacion

Utilizacion de
la cepa LA21.

Variacidn de la concentracion de calcio
del medio de cultivo

v

DETERMINAR:
Participacién del alginato en la agregaci6

Figura 9. Estrategia experimental.
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5. Materiales y métodos

5.1. Cepas bacterianas y condiciones de almacenamiento
La cepa de Azotobacter vinelandii ATCC9046 se preservdo a 4°C en tubos
inclinados con medio Burk modificado con la siguiente composicion (g/L): sacarosa (20):
agar (18); K,HPO4 (0.66); KH,PO4 (0.16); MOPS (acido 3-[N-Morfolino]-propano
sulfénico) (1.42); CaSOy (0.05); NaCl (0.2); MgSO47H,0 (0.2); NaMoO4-2H,0 (0.0029);
FeSO4 (0.027) (Pena et al., 1997). La cepa LA21 (no mucoide, derivada de la cepa
ATCC9046) se cultivo en el mismo medio, agregando el antibidtico kanamicina (0.3

pg/mL) (Mejia-Ruiz et al., 1997).

5.2. Cultivo en matraces

Para la obtencién del inéculo se cultivaron las cepas ATCC9046 y LA21 de A.
vinelandii a partir de tubos inclinados en cajas Petri a 29 °C durante 72 h. Se utilizaron tres
asadas del inoculo de las cajas Petri para inocular matraces convencionales (de 500 mL,
con un volumen de trabajo de 100 mL), con el medio Burk modificado sin agar,
afiadiéndoles extracto de levadura (3 g/L). Los matraces (por duplicado), se incubaron a
29°C, durante 24 h y a una velocidad de agitacion de 200 rpm, adicionando kanamicina
(0.3 pg/mL) a aquéllos de la cepa LA21. Cuando los matraces alcanzaron una densidad
optica de 0.15 (dilucion 1:50), equivalente a 0.3 g/L. de biomasa, se tomaron 10 mL del
caldo de cultivo y se inocularon matraces con caldo de cultivo con concentraciones
variables de CaSOy. Las concentraciones de CaSOj, utilizadas fueron de 0, 10, 50, 100 y
200 mg/L. En el matraz al que no se le afiade CaSQOy, se considera una concentraciéon de 3

mg CaSO4/L, debido al contenido residual de calcio en el inculo. Este valor se determiné
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mediante espectrofotometria de absorcion atémica, técnica que se basa en la medida de la
absorcion de atomos o iones de un metal (calcio), en un medio gaseoso, al ser evaporada

rapidamente una solucion de la muestra a temperatura elevada (Ingle y Crouch, 1988).

5.3. Separacion de fracciones
Para realizar las distintas evaluaciones fisicoquimicas se separaron distintas
fracciones a partir de los cultivos de la bacteria (figura 10). Con el caldo de cultivo
completo se determiné la concentracion de alginato, la concentracion celular, la viscosidad
y la frecuencia de agregacion. Al caldo de cultivo se afiadié EDTA y NaCl, se centrifugd

(11,000 rpm x 25 min) y de esta manera se separ6 el sobrenadante y la biomasa.

El sobrenadante fue tratado de dos maneras distintas para separar diferentes
fracciones del caldo. A un volumen del sobrenadante se agregd isopropanol (3 voltimenes)
lo que provoco la precipitacion y separacion del alginato. Al alginato precipitado se le
determiné el peso molecular, la relacion G/M y concentracion de acidos urdnicos. Al otro
volumen del sobrenadante se le agregd CaCl, (10% p/v), se incubd en hielo, se centrifugéd y
posteriormente se separé y desecho el alginato gelificado de esta manera. Este extracto se
dializ6 contra agua desionizada (para excluir cualquier exceso de iones) y fue denominado
fraccion soluble. La biomasa separada en el primer paso de fraccionamiento es lavada tres
veces con agua desionizada. El sobrenadante que resulto de estos lavados se dializo y el
extracto se denominé fraccion asociada a células. Con la fraccion soluble y la fraccion
asociada a células se determind el peso molecular, la relacion G/M, concentracion de acidos
urénicos, proteina extracelular, y se realiz6 una electroforesis en gel de poliacrilamida de

proteinas (SDS-PAGE).
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Figura 10. Diagrama de la separacion de fracciones a partir del caldo de cultivo de

Azotobacter vinelandii.

5.4. Cuantificacion de alginato
El alginato producido se determiné gravimétricamente. A 10 mL de caldo de cultivo
se afadio 1 mL de NaCl IM y 1 mL de EDTA 0.1M y se centrifugé (11,000 rpm x 25 min).
Se separé el sobrenadante y se agregd isopropanol (3 volimenes). Este se filtré con
membranas previamente pesadas (Millipore 0.45 pm) las cuales se secaron a 80°C hasta

peso constante (Peiia et al., 1997).

5.5. Cuantificacion de células
La concentracién celular se determind en un contador electronico de particulas

(Coulter Multisizer II, Coulter Electronics) con un tubo de apertura de 100 pum. Las
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muestras fueron previamente sonicadas para evitar interferencias por la presencia de
agregados celulares. La condicion de sonicacion utilizada fue de 30 s con pulsos de 5 s de

sonicacion y 5 s de cese (amplitud 25 %).

5.6. Determinacion de la viscosidad
La viscosidad aparente de los caldos de cultivo de Azotobacter vinelandii, se
determiné mediante un viscosimetro de cono y plato (Wells-Brookfield LVT, Series
82198). Las mediciones se realizaron a temperatura ambiente (aproximadamente 25 °C) a 6
rpm, con el cono CP-52, lo cual es equivalente a una velocidad de deformacion de 12 s

(Pena et al., 1997).

5.7. Determinaciéon de peso molecular

El peso molecular promedio (PMP) se determindé mediante cromatografia de
permeacion en gel con columnas en serie (Ultrahydrogel, UG 500 y lineal, Waters) usando
un sistema convencional de HPLC (Waters 625 LC Systems), con un detector refractometro
diferencial (Waters, 410). El eluyente utilizado fue NaNO; 0.1M a 35°C y un flujo de 0.9
mL/min. Como estandar se utilizaron pululanos de Aureobasidium pullulans de 5,800 a
1°600,000 Da (Waters). Esta técnica permite medir asimismo el indice de polidispersion
(IP), el cual es una medida de la heterogeneidad de pesos moleculares en una muestra. Se

representa como la relacion del peso molecular promedio/ nimero molecular promedio.

5.8. Determinacion de la relacion G/M
La relacion de los restos Guluronato/Manuronato se determindé por un método

espectrofotométrico (Knutson y Jeanes, 1968; Vanegas y Vanegas, 2003). 15 mg de
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alginato fueron hidrolizados con 1 mL H,SO4 2N a 121°C durante 30 min. Posteriormente,
fue neutralizado con 2.5 mL de CaCO; IN. Esta mezcla fue centrifugada a 3500 rpm
durante 20 min. Del sobrenadante se separ6 1 mL y se le afiadi6 6 mL de H,;SO,
concentrado. La mezcla se dejé enfriar para posteriormente calentarla hasta 55°C durante
20 min. Finalmente se afiadié 0.2 mL de carbazol (0.1 % p/v en etanol), se dejé en reposo
durante 3 h y se leyo la absorbancia (530 nm) que corresponde al 4dcido manurénico (M)
presente. La concentracion de M se calculé con la féormula reportada por Vanegas y
Vanegas (2003) quienes realizaron una curva estandar:

(abs +0.043)
0.00082

Ac.manuronico =

donde abs es el valor de absorbancia obtenido en la medicion espectrofotométrica. A la
concentracion de alginato se resta el valor obtenido de M con lo que se infiere la

concentracion del acido gulurénico (G). El cociente de estos dos valores es la relacion G/M.

5.9. Determinacién de la concentracion de proteina extracelular

La concentracion de proteina extracelular se determiné mediante el método de Bio-
Rad®, el cual se basa en el método de Bradford. Esta técnica implica la adicion de un
colorante acido a la solucion de la proteina y la medicion de la absorbancia a 595 nm en un
espectrofotometro. A una muestra de 10 mL de caldo de cultivo se afiadié 1 mL de NaCl
IMy 1 mL de EDTA 0.1M vy se centrifugé (11,000 rpm x 25 min). El sobrenadante fue
separado y se agregaron 1.5 mL de CaCl, (10 % p/v) por cada 10 mL de sobrenadante,
incubando 3 h en hielo. Posteriormente, se centrifugd de nuevo (11,000 rpm x 25 min) y se
separo el alginato gelificado. El extracto se dializ6 durante 12 h contra agua desionizada

utilizando membranas de dialisis con un tamafio de corte de 12 kDa (Spectrapor™

Agregacion de Azotobacter vinelandii 28



Materiales y Métodos

membrane tubing, Fisher Scientific Co.). Con esta fraccion se determina la concentracion

de proteina extracelular, usando seroalbumina bovina como estandar.

5.10. Ensayo de adicion de proteasa
Para determinar la estabilidad de los agregados al adicionar una proteasa
inespecifica, se tomaron muestras de 1.0 mL de caldo de cultivo de ambas cepas de 4.
vinelandii y se agregd papaina (EC 3.4.22.2, Sigma Chemicals, Co.) en una concentracion
de 5 mg/mL. Las muestras se incubaron a temperatura ambiente durante 4 horas y al final
de este periodo se evaluo la agregacion de la bacteria. Estos resultados se compararon con

las distribuciones de agregados sin tratamiento.

5.11. Electroforesis en gel de acrilamida (SDS-PAGE)

El extracto dializado de cada muestra se concentré 50x en una centrifuga al vacio
(SpeedVac® Plus Savant, SC110A). Las proteinas fueron separadas mediante electroforesis
en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) (gel de separacion
15 %, gel de carga 4 % p/v acrilamida). Los geles se tifieron con azul de Coomasie brillante
o con AgNO;. Los pesos moleculares fueron estimados usando estdndares de peso

molecular de 220 a 10 kDa (Invitrogen).

5.12. Medicion de parametros morfologicos de agregados
La morfologia de agregados de Azotobacter vinelandii se evalu6 mediante un
sistema de analisis de imagenes previamente reportado por Peiia et al. (2002a). Un mililitro

del caldo de cultivo de la bacteria fue tefiido con 10 pL de azul de metileno (1 % p/v). El
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primer paso en el proceso de andlisis consistié en la captura de la imagen mediante un
microscopio Optico (Optiphot-2 Nikon, Japén). Las imagenes se obtuvieron con una video
camara Hitachi KP-D50 Color digital. La adquisicién, almacenamiento y analisis de
imagenes se realizé por medio del programa ImagePro Plus v4.0. La imagen fue convertida
a una escala de grises y posteriormente procesada usando un algoritmo para agregados
(Pefia et al., 2002a). Se realizé una ecualizacion de la imagen para obtener un mejor
contraste y atenuar el ruido del fondo; automaticamente los objetos obscuros (agregados)
fueron separados del resto del fondo, mediante un contorno. Los objetos menores a un
didmetro equivalente de 1 pm son eliminados automaticamente (Pefia et al., 2002a).
Posteriormente se cred una mascara binaria de objetos separados (el area de agregados en
negro, sobre el fondo blanco), mostrando los contornos de los objetos sobre la imagen
original para verificar la exactitud del procedimiento de separacion. Se capturaron las
imagenes y se digitalizaron en formato TIF, en una pantalla con un arreglo de 640x480
pixeles. Mediante dos diferentes algoritmos fue posible discriminar agregados de las células
y el resto de los objetos (Pefia et al., 2002a). Los datos obtenidos fueron transferidos a una

hoja de calculo, donde se analizaron como distribuciones muestrales.

5.13. Medicion del grado de agregacion
Se realizo por conteo directo en una cdmara de Neubauer. 1 mL de la muestra sin
diluir se tifi6 con azul de metileno (1% p/v) para incrementar el contraste entre los
agregados y el fondo. Se tomo una alicuota de 20 pL. y se observé al microscopio con el
objetivo 40x. Se contaron los agregados observados en cada uno de los 4 cuadrantes

externos de la camara, calculando un promedio general. La frecuencia de agregacion se
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expresa como agregados/mililitro, y se obtiene con la férmula que se muestra a

continuacion:

(numero de agregados observados) 1)
(profundidad \superficie de conteo)

Agregados/ mL =

donde la profundidad de la cAmara es 0.1 mm, la superficie de conteo es 0.0025 mm?’ y f, el

- 4
factor de conversion a mL, es 10",

5.14. Analisis estadistico

Los valores presentados en este trabajo son el resultado de tres experimentos
independientes, evaluando cada condicién por duplicado. Estos fueron analizados mediante
un Analisis de Varianza (ANOVA). El ANOVA evalua el cociente de cuadrados medios
entre grupos y dentro de grupos y provee un valor F (distribucion Fisher) y su
correspondiente valor P (probabilidad). Si la hipdtesis nula es verdadera (pu=po=ps...=pk)
el valor F debe ser aproximadamente 1. Si F es mucho mayor que 1, la hipétesis nula es
falsa (Zar, 1999). Se utilizo un nivel de significancia de S %. Cuando se determinaron
diferencias entre las medias, se realizé la prueba de multiples comparaciones de Tukey
(Zar, 1999). La diferencia entre las curvas de distribuciones de los parametros morfolégicos
fue evaluada ajustando cada una de las curvas a un modelo matematico (sigmoidal) y

comparando los coeficientes de la ecuacion mediante un ANOVA.
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6. Resultados y Discusion

6.1. Metodologia de analisis de imagenes
6.1.1. Seleccion de parametros morfolégicos
Los agregados fueron evaluados mediante un sistema de anélisis de iméagenes. Para
la caracterizacion de la morfologia fue necesario establecer y estandarizar el procedimiento
de mediciéon. Como primer paso, se seleccionaron parametros que permitiesen describir el

estado morfolégico de estas estructuras.

Diversos autores han utilizado descriptores morfolégicos como el area, el diametro
promedio, el perimetro, el didametro equivalente, la dimension fractal, el grado de
compactacion, la rugosidad, la porosidad, el espesor del floculo, la relacién del diametro
mayor/didmetro menor, la relacion del radio mayor/radio menor, la relacion del eje
mayor/eje menor, la circularidad, la caja x/y (relacion del eje mayor/eje menor de un
rectangulo imaginario alrededor del objeto), entre otros, para caracterizar la morfologia de
hongos filamentosos (Thomas, 1992; Tucker et al., 1992; Pazouki y Panda, 2000),
levaduras formadoras de fléculos (Vicente et al., 1996; O’Shea y Walsh, 2000; Mas vy
Ghommidh, 2001) y la agregacién o formacion de biopeliculas de bacterias (de Boer et al.,
1993; Bloem et al., 1995; Azeredo et al., 1997; Christensen et al., 2001; Li y Yuan, 2002;
Pena et al., 2002a). De estos parametros, se realizd una preseleccion de aquéllos que, al
menos por su definicion y caracteristicas, pudiesen ser mas adecuados para la descripcion
del tamafio y la forma de los agregados. En la tabla 1 se enlistan los 10 parametros elegidos

para su evaluacion, siendo el area, el didmetro equivalente, el perimetro, el diametro
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Tabla 1. Células libres (imagen 1) y agregados (imagenes 2 a 5) de Azotobacter

vinelandii y los respectivos valores para los parametros morfologicos

evaluados. Las columnas sombreadas se refieren a los parametros de tamafio.
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promedio y el diametro mayor parametros de tamafio y la circularidad, la caja x/y, las
relaciones del perimetro convexo/perimetro, del eje mayor/eje menor, del didmetro
mayor/diametro menor y del radio mayor/radio menor, los parametros de forma. Pueden
observarse las imagenes de una célula individual (imagen 1) y agregados de diferente

tamafio y forma (imégenes 2 a 5) con el correspondiente valor de cada parametro.

Respecto al 4rea (tamafio), al comparar las imagenes, se observa que el valor de este
parametro aumenta de manera proporcional con el tamafio del objeto observado,
caracterizando adecuadamente al agregado. El diametro equivalente (DE) representa el
didmetro que tendria una esfera con la misma drea y es calculado mediante la ecuacion
DE= [(4 x area)/perimetro)]. Este parametro no est4 correlacionado con la forma del objeto,
ya que su célculo involucra tinicamente al area y al perimetro. Al ser un descriptor que
incluye a dos parametros de tamafio, nos puede brindar mas informacion sobre el objeto
observado. Parametros tales como el diametro promedio (longitud promedio de diametros
que pasan por el centroide del objeto, medidos a intervalos de 2 grados) y el diametro
maximo (longitud mayor que pasa por el centroide y une a dos puntos del contorno de un
objeto) son descriptores que estan influenciados por la forma del objeto, por lo que podrian
no representar la dimension real del agregado. Debido a lo anterior, el area y el DE fueron

considerados adecuados para la descripcion del tamafio de los agregados.

En cuanto a los parametros de forma, la circularidad es calculada mediante la
formula C=[(perimetr02)/(4n X 4rea)] y puede tomar valores de 0 hasta 1, donde 1 es lo mas
cercano a la figura de un circulo perfecto. El parametro perimetro convexo/perimetro

(PC/P) describe la irregularidad del contorno de un objeto, tomando valores de 0 a 1, donde
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1 corresponde a un objeto cuyo contorno no presenta invaginaciones. En la tabla 1 puede
observarse, al comparar la imagen y los valores de circularidad y PC/P para una célula
individual (imagen 1) con los valores correspondientes a los agregados (imagenes 2 a 5),
una disminucion de la circularidad y PC/P cuando la imagen correspondiente se aleja mas
de la figura de un circulo perfecto y un objeto sin invaginaciones. Para los parametros de la
caja x/y y las relaciones del eje mayor/eje menor, el didmetro mayor/diametro menor, el
radio mayor/radio menor, debido a que en concepto son semejantes, se esperarian valores
similares entre ellos. Tomando como referencia la imagen 5 (tabla 1), el diametro mayor
parece ser casi tres veces mayor que el didametro menor. Sin embargo los correspondientes
valores de los parametros antes mencionados son muy distintos entre ellos (al realizar una
correlacion entre las relaciones del radio mayor/radio menor y el didmetro mayor/diametro
menor de una poblacién de agregados, se obtuvo un r’=0.17), diferencias que parecen
incrementarse con la irregularidad de la imagen (como ejemplo la imagen 5). Los
parametros de caja x/y y las relaciones del eje mayor/eje menor, el diametro
mayor/didmetro menor, el radio mayor/radio menor fueron descartados, y se seleccionaron
la circularidad y la relacion del perimetro convexo/perimetro como los parametros de forma
para caracterizar los agregados. En la tabla 2 se describen brevemente los pardmetros

elegidos.

6.1.2. Representacion de los datos morfologicos.

El resultado del andlisis de imagenes de los agregados son datos numéricos que
pueden representarse mediante distribuciones de las muestras. Las curvas de distribucion
indican que las poblaciones son sesgadas y dispersas (encontrando agregados desde 5 hasta

100 um de diametro equivalente) pero tienden a aproximarse a una distribuciéon normal
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(figura 11). Cuando se manejan poblaciones sesgadas, la mediana es preferida como

medida de tendencia central, ya que se disminuye la posibilidad de que valores muy

grandes o muy pequefios afecten el promedio (Zar, 1999). Debido a esto, en el presente

estudio los datos morfoldgicos de tendencia central se representaron utilizando la mediana

de la poblacién, mientras que para analizar el total de la muestra los resultados se

representaron mediante distribuciones acumuladas. Aunque en la evaluacion de la

morfologia de los agregados se determinaron los cuatro parametros elegidos, de aqui en

adelante se menciona solo el diametro equivalente y la circularidad, ya que se observaron

comportamientos similares entre los dos parametros de tamafo y los dos parametros de

forma.

Tabla 2. Descripcion de los parametros seleccionados para caracterizar agregados de

Azotobacter vinelandii.

perimetro

(adimensional)

la linea exterior convexa de un objeto, no
toma en cuenta las invaginaciones o
irregularidades del contorno del objeto.
Describe la irregularidad del contorno de
un objeto. El rango de valores vade O a I,
donde 1 describe a un objeto cuyo

contorno no presenta invaginaciones.

Parametro Tipo Definicion Formula
Area (um®) Tamano | Area del objeto proyectado Suma de los pixeles que
conforman el objeto.
Diametro Tamafio | Diametro equivalente al diametro de DE = (4 x drea)
equivalente (um) una esfera que presenta la misma area perimetro
Circularidad Forma Desviacion de un objeto de la figura de pen’metroz
(adimensional) un circulo perfecto. Rango de valores de C's m
0a 1, donde 1 es un circulo perfecto.
Perimetro convexo | Forma | El perimetro convexo es el perimetro de | Perimetro convexo

perimetro
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Figura 11. Distribucion muestral de los agregados de Azotobacter vinelandii con respecto al

DE.

Para determinar estadisticamente la diferencia morfologica entre muestras de
agregados, se realizd un Analisis de Varianza (ANOVA). Las curvas de distribucion
acumulada generadas a partir de los datos de cada muestra fueron ajustadas a un modelo

sigmoidal, representado por la siguiente formula:

g I+(x/x0)"

Los coeficientes obtenidos (a, b y x) caracterizan a la curva y con base en éstos se

realizé la comparacion entre curvas.

6.1.3. Determinacion del nimero de objetos a medir

El siguiente paso en el establecimiento de la técnica de analisis de imagenes
consistio en la determinacion del nimero de objetos que era necesario analizar para tener
una muestra estadisticamente representativa de la poblacion. Existen féormulas estadisticas
que permiten calcular el tamafio de la muestra requerido. La formula reportada por Zar

(1999), fue utilizada como un primer acercamiento para estimar el tamafio de muestra (n)
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2.2
ol § a(2),(n-1)
n = T

donde s? es la varianza de la muestra, ¢ el valor tabulado del estadistico ¢, o es el intervalo

de confianza, (n-1) son los grados de libertad y d es la mitad del intervalo de confianza.

El tamafio de muestra a medir depende en gran medida del intervalo de confianza o
la diferencia minima que se desea detectar entre dos muestras. Tomando como base el valor
mas pequefio de didmetro equivalente (DE) encontrado para un agregado (5 pm), se
establecioé un intervalo de confianza del 5 um (d = 2.5). Considerando un nivel de confianza
de 95 % y con base en una muestra con una media de 21.08 pm, una desviacion estandar (s)
de 12.92, un valor f0s52)699) de 1.963, el tamaiio de muestra calculado fue de 102
agregados. Al realizar varias pruebas con los valores de desviacion estandar obtenidos de

distintas muestras, el mayor tamafio de muestra calculado fue de 135 agregados.

En la figura 12a se muestran las distribuciones de agregados de la cepa ATCC9046,
respecto al DE, con tamafios de muestra desde 100 a 700 agregados. Al parecer las
distribuciones muestrales para los tamafios de muestra de 100 y 200 agregados se separan
de la tendencia general del resto de las curvas, mientras que a partir del tamafio de muestra

de 300 agregados parecen ser muy similares independientemente del nimero de objetos.

La figura 12b muestra los valores de la mediana + desviacion estandar del DE de las
muestras de agregados con distinto tamafio. Los valores de mediana de las muestras de 50 a
200 agregados muestran grandes variaciones y los valores de desviacion estdndar son

grandes (de 17.8 £ 1.62 pm para 50 agregados a 16.9 = 0.92 um para 200 agregados). A

Agregacion de Azotobacter vinelandii 38



Resultados y Discusion

partir de la muestra de 300 agregados, los valores de la mediana se vuelven mas constantes
y los valores de la desviacion estandar disminuyen (desde 17.7 + 0.72 um para 300

agregados hasta 17.4 £+ 0.5 um para 700 agregados).
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Figura 12. Distribucion de agregados de Azotobacter vinelandii (cepa ATCC9046) con
distintos tamafios de muestra con respecto al diametro equivalente (a) y el
correspondiente valor de la mediana = desviacion estandar del DE de las

muestras de distinto tamafio (b).

De acuerdo con la féormula estadistica antes mencionada, el nimero maximo de
agregados que es necesario medir son 135; sin embargo, para tener mas certidumbre de que
la muestra es representativa de la poblacion se decidié establecer el nimero minimo de

objetos a medir como 300 agregados ya que a partir de este punto el valor de la mediana es
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mas constante y la desviacion estandar es menor. Con la medicion de un numero menor de
objetos obtendriamos desviaciones mas grandes y medir un numero mayor seria poco

préactico para el operador e innecesario.

6.2. Componentes involucrados en la agregacion de Azotobacter vinelandii

Pefia et al. (1997; 2000; 2002a) y Reyes (2000) postularon que el alginato
producido por 4. virelandii podria estar involucrado en el proceso de agregacion y que
condiciones ambientales tales como la velocidad de aireacion y el mezclado determinan en
gran medida la formacion de estas estructuras. Sin embargo, no existen trabajos que
reporten la contribuciéon de las condiciones ambientales, fisiologicas o genéticas en la
formacion y desarrollo de agregados de A. vinelandii. Para establecer el grado de
participacion del alginato en los agregados, se evalué el comportamiento de una cepa no
productora de alginato (LA21). Esta es una mutante isogénica de la cepa silvestre
ATCC9046, la cual presenta una mutacion polar en el gen a/gK, mediante la cointegracion
de un casette de kanamicina (interposén), produciendo un fenotipo no mucoide (ya que no
produce alginato, sino acidos urénicos no polimerizados) (Mejia-Ruiz et al., 1997). Se cree
que la proteina AlgK (50.9 kDa), es una de las responsables de la polimerizacion de los
acidos urénicos para formar el polimanuronato (Mejia-Ruiz et al., 1997). La cepa LA21 fue
cultivada bajo las mismas condiciones que la cepa ATCC9046 (matraces convencionales de

500 mL, 200 rpm, a 29°C durante 72 h).

Esta cepa desarroll6 agregados, indicando que no es necesaria la produccion de
alginato para la formacion de éstas estructuras. No se encontraron diferencias estructurales

entre los agregados formados por la cepa mucoide y la cepa no mucoide (figura 13).
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ATCC904 LA21

Figura 13. Células de Azotobacter vinelandii, cepa ATCC9046 (a, c,e y g) y LA21 (b, d,
f'y h) de manera libre (a y b) y formando agregados (c-h). Objetivo utilizado

100x (a-d) 40x (e y f) y 20x (g y h).
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De manera similar a lo observado en este trabajo, Wozniak et al. (2003) y Nivens et
al. (2001) encontraron que cepas no mucoides de Pseudomonas aeruginosa producen
biopeliculas. Christensen et al. (2001) al tratar biopeliculas de P. aeruginosa y
Pseudomonas fluorescens con una enzima que degrada alginato (AlgL), no observaron
cambios en la morfologia de las biopeliculas, por lo que sugieren que el alginato juega un
papel menor y que probablemente otra sustancia polimérica extracelular (SPE)
desconocida, esté involucrada en este proceso. De manera contraria, Boyd y Chakrabarty
(1994) reportaron que la sobreexpresion de la proteina AlgL por P. aeruginosa, se relaciona
con una disminucién de la capacidad de adhesion celular. Sin embargo, la proteina debid
sobreexpresarse hasta 100 veces mas para observar este efecto. De la misma forma, Hentzer
et al. (2001) reportaron que el alginato producido por P. aeruginosa es esencial para la
formacion de biopeliculas. Davies et al. (1993) encontraron que células que forman parte de
biopeliculas de P. aeruginosa expresan hasta 3 veces mas AlgC (enzima esencial en la
sintesis de alginato), que células plancténicas, relacionando este fenomeno con la capacidad

de adhesion de la bacteria.

En el presente trabajo, la cepa LA21 desarroll6 agregados de un DE de 27.8 + 4.1
um (mediana), mientras que los agregados de la cepa ATCC9046 mostraron un DE de 16.1
+ 4.5 um. La figura 14 muestra las distribuciones de agregados de ambas cepas, observando
que los agregados de la cepa no productora de alginato tienen un mayor DE que la cepa

productora del polisacarido (ANOVA tabla 3).

El mayor tamafio de los agregados de la cepa no productora de alginato, puede

deberse a que esta cepa no tiene alginato en su matriz extracelular. Bos et al. (1999)
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reportan que la formacion de agregados celulares puede estar controlada por la tension
superficial del fluido en el que son cultivados. El alginato es un tensoactivo, lo que
provocaria que la tension superficial disminuya. 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) encontraron que la produccidon bacteriana de
sustancias poliméricas extracelulares (SPE), de las cuales el 80% son acidos urénicos,
disminuye la adhesion de P. aeruginosa a superficies. Por su parte, Pringle et al. (1983)
reportaron que el alginato producido por P. fluorescens, debido a sus propiedades

surfactantes, previene la adhesion de la bacteria.
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Figura 14. Comparacion de distribuciones de agregados de las cepas ATCC9046 (e) y

LA21 (a).

Con el proposito de identificar el peso molecular de los componentes
potencialmente involucrados en la agregacion, se evalué cromatograficamente a los
compuestos mas asociados a las células, ya sea libres o formando parte de agregados. Para
realizarlo, la fraccion asociada a células y la fraccion soluble (la separacion se describe en
la seccion de Materiales y Métodos) fueron analizadas mediante un equipo de

cromatografia liquida (HPLC), usando un detector refractometro diferencial.
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En la figura 15 se muestra un cromatograma de los componentes asociados a las
células (a) y solubles (b), para las cepas ATCC9046 y LA21 (linea continua y punteada,
respectivamente). La figura 15a muestra que en ambas cepas, un gran porcentaje de los
compuestos asociados a las células se encuentran dentro del rango de PM de 10” a 10° Da
(bajo peso molecular). En menor grado, se encontr6 otra fraccion de compuestos en el
rango de 10°a 10° Da (alto peso molecular). En la figura 15b, que corresponde a la fraccion
soluble, se observa una tercera familia de compuestos de PM en el rango de 30 a 300 Da
aproximadamente, que no estan presentes en la fraccion asociada a células y la cual podria
contener a la sacarosa residual, otros mono o disacaridos e incluso compuestos de menor
PM. Los compuestos encontrados en la fraccion asociada a células podrian estar

involucrados en la formacion de los agregados.
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Figura 15. Cromatograma de compuestos asociados a células (a) y solubles (b) producidos

por las cepas ATCC9046 (linea continua) y LA21 (linea punteada).
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Con la evaluacion cromatografica solamente es posible determinar el rango de peso
molecular de los compuestos presentes, sin poder establecer que tipo de compuestos se
trata. Para determinarlo seria necesario emplear técnicas especializadas para compuestos

especificos.

A. vinelandii produce otros oligosacaridos ademas del alginato, los cuales pueden
estar involucrados en la formacion de agregados. Vermani et al. (1995) reportaron que A.
vinelandii produce un polisacarido que contiene residuos de glucosa, galactosa, fucosa,
ramnosa, acido glucurénico, acido galacturdnico, entre otros. Deinema y Zevenhuizen
(1971) reportaron que la gran capacidad de A. vinelandii de formar fléculos parece
relacionarse con la presencia de fibrillas de celulosa en la matriz extracelular. Azotobacter
chroococcum produce alginato y un polisacérido formado de ramnosa, manosa y galactosa
(Cote y Krull, 1988). Estos autores observaron que cepas de 4. chroococcum que producen
grandes cantidades de exopolisacéaridos, forman biopeliculas y se adhieren a superficies
donde son cultivados. Likhosherstov et al. (1991) encontraron que Azotobacter beijerinckii

produce alginato y un polisacarido compuesto de ramnosa, galactosa y acido pirtavico.

En otros modelos bacterianos, diversos autores han resaltado la importancia de los
exopolisacaridos producidos por los microorganismos en la formacion de biopeliculas
(Allison y Sutherland, 1987; Boyd y Chakrabarty, 1994; 1995; Burdman et al., 1998; 2000;
Danese et al., 2000; Hentzer et al., 2001; Schalkwyk et al., 2003). Burdman et al. (2000)
encontraron una relacion directa entre la cantidad de exopolisacaridos producidos por
Azospirillum brasilense y el grado de agregacion de la bacteria. Allison y Sutherland

(1987), en un estudio de la agregacion de bacterias gram negativas del mar, encontraron
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que una cepa no productora de exopolisacéridos, no produce microcolonias. Por otra parte,
Béchet y Blondeau (2003) reportaron que una cepa de Aeromonas caviae no productora de
polisacaridos de cépsula se agrega mas que una que si los produce. Existe una gran
discrepancia entre los trabajos realizados sobre la participacion de ciertos compuestos de

las SPE en la formacion de biopeliculas.

Con el proposito de evaluar el grado de participacion de proteinas extracelulares en
la formacion y desarrollo de los agregados, se realizé un ensayo adicionando una proteasa
inespecifica a una muestra de caldo de cultivo de las cepas ATCC9046 y LA21. Esto se
realizd con el objetivo de degradar, al menos parcialmente, algunas de las proteinas
extracelulares asociadas a las células y determinar si se presentan cambios en el tamafio de

agregados, expresado como diametro equivalente.

En la figura 16a se muestra el resultado del ensayo para la cepa ATCC9046,
mientras que en la figura 16b el caso de la cepa LA21. Para la cepa ATCC9046 el DE de
los agregados disminuyd de una mediana de 18.8 + 2.1 a 14.9 pum (figura 16a) al tratar la
muestra con la proteasa. La cepa LA21 (figura 16b) sufrié una disminucién de la mediana
del DE de 26.3 = 6 a 13.8 = 2.2 um después del tratamiento. Estos resultados indicarian la

participacion de proteinas extracelulares en la agregacion de A. vinelandii.

La disminucion en el tamafio de agregados después del tratamiento con la proteasa
fue mas evidente en la muestra de la cepa no mucoide, posiblemente debido a que el

alginato dentro de los agregados de la cepa ATCC9046 esta actuando como barrera
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difusional a la accion de las enzimas. En el caso de la cepa que no produce alginato, las

proteinas estarian mds expuestas a la proteasa, siendo mas drastica la disminucion en el DE

de sus agregados (figura 16).
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Figura 16. Distribucion de agregados de Azotobacter vinelandii, cepa ATCC9046 (a) y cepa

LA21 (b) sin tratamiento (linea continua) y al afiadir una proteasa a la muestra

(linea punteada).

El hecho de que, incluso después de la incubacion de la muestra de la cepa LA21

con la proteasa (4 h), se continuaron observando numerosos agregados, nos puede indicar

que el tiempo de incubacién no fue suficiente para eliminar los agregados o que existe otro

componente, ademas de proteinas, involucrado en la formacién de estas estructuras. En la

figura 17a se observa una microfotografia de un agregado de la cepa LA21 sin tratamiento,

mientras que en la figura 17b se presenta un agregado después del tratamiento con la
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proteasa. La muestra a la cual se le agregé la proteasa alin presenta una matriz alrededor de

las células, de componentes no identificados hasta el momento.

Figura 17. Imagenes de agregados de Azotobacter vinelandii, cepa LA21, sin tratamiento

(a) y al afiadir una proteasa a la muestra (b).

Dufréne et al. (1996) encontraron que el aumento en la produccion de proteinas por
Azospirillum brasilense favorece la formacion de agregados. Por su parte, Burdman et al.
(1999) trataron con una proteasa (proteinasa K) a cultivos de A. brasilense, encontrando
que el indice de agregacion disminuye considerablemente. Jahn et al. (2000) reportaron que
las proteinas de biopeliculas de Pseudomonas putida, llegan a ocupar hasta un 75 % del
total de las SPE. Sauer et al. (2002) observaron que los flagelos son necesarios para la
formacién de biopeliculas de P. aeruginosa. Los resultados obtenidos en el ensayo de
adiciéon de proteasa podrian indicar que proteinas de la membrana externa estan

participando en el proceso de agregacion de A. vinelandii.

Como se menciond anteriormente, la cepa LA21 (no mucoide) desarrollé agregados
de mayor tamaiio que la cepa ATCC9046 (productora de alginato). Para evaluar la relacién
de la concentraciéon de proteina extracelular con la agregacién, se determind la
concentracion de proteina extracelular presente en la fraccion asociada a las células de

ambas cepas. La concentracion especifica de proteina extracelular presente en los extractos
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de ambas cepas fue similar, encontrandose 6.24 + 1.2 pg/10* células para la cepa

ATCC9046 y 4.47 £ 2.2 pg/l 0% células para la cepa LA21.

Aunque no existen diferencias significativas entre la concentracion de proteina
asociada a las células de ambas cepas, podria ocurrir que el patron de proteinas expresadas
en uno y otro caso sea distinto. Para tratar de determinar alguna posible diferencia en este
sentido, se realiz6 una cromatografia en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) de las proteinas

extracelulares de ambas cepas.

En la figura 18 se muestra el patron de proteinas extracelulares de la cepa
ATCC9046 (primer carril) y de la cepa LA21 (segundo carril). Los patrones de proteinas
extracelulares de ambas cepas son diferentes. Las bandas que corresponden a 61 y 53 kDa
(aproximadamente) son mas intensas para la ATCC9046, mientras que la banda que
corresponde a 47 kDa y el conjunto de bandas entre los 28 y 32 kDa aparece mas intensa
para el caso de la cepa LA21. La diferencia en intensidades no se debe a la concentracion
de proteina ya que fue cargada la misma concentracion para cada muestra (10 pg). Hasta el

momento se desconoce a que tipo de proteinas corresponden estas bandas.

Burdman et al. (1999) evaluaron los perfiles de proteina extracelular de distintas
cepas de Azospirillum brasilense con diferentes capacidades de agregacion, mas no
encontraron diferencias significativas que permitieran explicar la variaciéon en los
comportamientos de agregacion. Burdman et al. (2001) postularon que una proteina de la

membrana externa (aproximadamente 40 kDa) parece participar en el proceso de
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agregacion de la bacteria. De la misma manera, Pringle et al. (1983) no encontraron
diferencias al analizar los perfiles de proteina de membrana externa de cepas de P.

Sluorescens con distintas capacidades de adhesion.
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Figura 18. Gel de poliacrilamida de proteinas presentes en el caldo de cultivo de las cepas
ATCC9046 (primer carril) y LA21 (segundo carril) de A. vinelandii. M,

representa los estandares de peso molecular, expresado en kDa.

6.3. Papel del alginato en la morfologia de agregados
6.3.1. Caracteristicas del alginato sintetizado
Como se mencioné anteriormente, al evaluar la morfologia de 4. vinelandii, se
encontrd que la cepa productora de alginato desarrollo agregados con un DE menor al de
los agregados de la cepa LA21. El alginato producido por la bacteria parece tener un efecto

negativo en la formacion del agregado, como se ha reportado para otros microorganismos.

Para determinar en que grado las caracteristicas del alginato, como su peso

molecular, la viscosidad de sus soluciones o0 su composicion, pueden estar involucrados en
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la formacién y estructura de los agregados, se busco inducir la sintesis de alginato con
distintas caracteristicas, variando la concentracion de calcio del medio de cultivo. Siete de
las enzimas epimerasas codificadas en el genoma de Azotobacter vinelandii son
dependientes de calcio, por lo que se espera que al variar la concentracion de calcio del
medio de cultivo, se presenten variaciones en la composicion del alginato (proporcion de G

y M) y como consecuencia, posiblemente en la viscosidad (Clementi et al., 1999).

En la figura 19 se muestra el comportamiento de la concentracion de alginato
producido, la concentracion celular desarrollada, la viscosidad de los caldos, el peso
molecular promedio (PMP), el indice de polidispersion (IP) y la relacion G/M del alginato
en respuesta a la variacion de la concentracion de calcio del medio de cultivo. El analisis

estadistico de cada uno de estos parametros se muestra en la tabla 5 (anexo).

La concentracion de alginato producido y la concentracion celular (figura 19a)
permanecen constantes, independientemente de la concentracion de CaSOy afiadida (2.74 +
0.82 g/Ly 4.73x10% + 0.9x10® cel/mL respectivamente). Este comportamiento es similar al
obtenido por otros autores (Annison y Couperwhite, 1986; Martins et al., 1990; Obika et
al., 1992; Korstgens et al., 2001) quienes al variar la concentracion de calcio del medio de
cultivo (en el mismo rango evaluado en el presente trabajo) de A. vinelandii y P.
aeruginosa, no encontraron variacion significativa en la concentracion de alginato y

biomasa.

En cuanto a la viscosidad de los caldos de cultivo (figura 19b) se observd que a

concentraciones menores a 50 mg CaSO4/L se presenta una region de alta viscosidad (314 +
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Figura 19. Concentracion celular y de alginato (a), viscosidad del caldo de cultivo (b),

PMP (c), IP (d) y relacion G/M (e) de alginato sintetizado por A. virelandii
(cepa ATCC9046) en respuesta a la variacion de la concentracion de calcio

(las letras sobre los puntos representan diferencias estadisticas).
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44 cps), mientras que a concentraciones superiores se desarrollaron caldos con viscosidades
bajas (78 + 32 cps). McHugh (1987) reporté que hasta una concentracion de 70 mg
CaSO4/L, el 16n puede aumentar la viscosidad de soluciones de alginato, mientras que a
concentraciones mayores a 100 mg CaSOy4/L, favorece la formacion de geles de alginato y
la viscosidad disminuye. Sin embargo, estos datos corresponden a soluciones de alginato de
composicidon constante, mientras que en nuestro caso, se tienen distintas proporciones de M
y G en el rango de 3 a 50 mg CaSO4/L (figura 19¢). A 100 y 200 mg CaSO4/L se
observaron particulas precipitadas en el fondo de los matraces, lo que indicaria que en estos
puntos disminuye la viscosidad debido a que algunas particulas de alginato se encuentran

asociadas y ya no estan en suspension.

El PMP (figura 19¢) fue méximo a 3 mg CaSOy4/L, alcanzando un valor de 963.3 +
220 kDa. A niveles superiores de CaSOy4 (10, 50, 100 y 200 mg/L), se obtuvo un PMP
menor (hasta 520+120 kDa), sin mostrar diferencias estadisticas después de los 10 mg
CaSO4/L. En la figura 19d se observa que el IP del alginato producido es alto en la region
comprendida entre 3 y 100 mg CaSO4 /L (68.9 £ 13), mientras que a 200 mg CaSOy/L este

parametro disminuye (28.3 & 5).

En la figura 19¢ se muestran los valores de la relacion G/M, encontrando que en el
rango de 3 a 50 mg CaSO4/L éste pardmetro aument6 de 0.7 £ 0.15 a 1.5 + 0.5
(respectivamente). A concentraciones superiores de CaSOy, la relacion G/M permaneci6
constante. De manera similar, Annison y Couperwhite (1986) observaron un aumento de la
relacion G/M de 0.7 a 1.2, al aumentar la concentracion de calcio del medio de cultivo de

A. vinelandii, de 10 a 100 mg CaSO4/L, mientras que a concentraciones superiores de
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CaS0Osq, la relacion G/M permanecio6 constante. Obika et al. (1992), al cultivar 4. vinelandii,
obtuvieron un aumento de la relacion G/M de 0.12 a 3, al aumentar la concentracion de
calcio de 12 a 125 mg CaSO4/L. Se ha reportado que la concentracion de residuos G
aumenta de manera directa con la concentracion de calcio dentro de ciertos rangos,
mientras que a altas concentraciones (>340 mg CaSO4/L) la enzima se inactiva,

produciendo alginatos exclusivamente con residuos M (Annison y Couperwhite, 1986).

Asi, el calcio influye tanto en la biosintesis como en la conformacion molecular del
alginato (Svanem et al., 2001; Valla et al., 2001). En el presente estudio no es posible
discriminar un efecto del otro, debido a que estan intimamente relacionados y tanto la

viscosidad como la conformacién molecular, pueden ser el resultado de ambos efectos.

A bajas concentraciones (< 50 mg CaSOy4/L), el calcio puede estar interviniendo
principalmente en el proceso de biosintesis de la molécula, aumentando la concentracion de
residuos G al aumentar la concentracion del cation (figura 19e y figura 20, paso 1 a 3). En
estas condiciones se desarrollaron caldos de alta viscosidad. Como ya fue mencionado, la
viscosidad es funcidon de varios factores, entre ellos la concentracion de alginato, el peso
molecular, la composicion del alginato y la presencia de iones (Sabra et al., 2001). Para el
experimento en el que se agregd 3 mg CaSOy/L, la alta viscosidad se relaciona con un alto
valor de peso molecular del alginato. Sin embargo, para 10 y 50 mg CaSO, el PM del
alginato disminuye casi 400 kDa sin repercutir en la viscosidad. La presencia del cation
podria estar provocando que se mantenga una alta viscosidad en estos caldos aunque el
PMP haya disminuido ya que, segun lo reportado por McHugh (1987), a bajas

concentraciones (< 70 mg CaSO4/L), el calcio aumenta la viscosidad de las soluciones de
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alginato, sin necesidad de aumentar la concentracioén del polisacarido debido a que favorece

las interacciones entre moléculas.
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Figura 20. Diagrama del comportamiento de las moléculas de alginato en respuesta a la

presencia de calcio en el medio de cultivo

A 50 mg CaSO4/L y concentraciones superiores, el calcio puede estar influyendo
principalmente en la conformacion de la molécula de alginato ya que la concentracion de
residuos G permanecié constante tanto a 100 como 200 mg CaSO4/L. Los caldos
desarrollaron bajas viscosidades. Annison y Couperwhite (1986) observaron que una

concentraciéon de 50 mg CaSO4/L es optima para la sintesis de alginatos con un alto
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contenido en residuos G, caracteristica que favorece la formacion de geles mediados por
calcio. Estos autores reportaron que a concentraciones >70 mg CaSO,/L, los bloques G del
alginato y el cation se asocian, generando estructuras del tipo ‘caja de huevos’ (figura 20
paso 4 a 6). La presencia de particulas en el fondo de los matraces a 100 y 200 mg CaSO,/L
apoyaria la suposicion de que en estos puntos se incrementan las asociaciones

intramoleculares hasta el punto de provocar la disminucion de la viscosidad (figura 19b).

6.3.2. Influencia del alginato en la morfologia de agregados
El siguiente objetivo consistié en evaluar el efecto de la composicion, el peso
molecular del alginato sintetizado por A. vinelandii y la viscosidad de sus caldos en la

formacion y morfologia de los agregados desarrollados.

En la figura 21 se consignan las curvas de distribucion del DE de agregados
generados bajo distintas concentraciones de CaSO4 con respecto al DE como parametro de
tamafio (figura 21a) y la circularidad como parametro de forma (figura 21b). El ANOVA
(tabla 4) de dichas curvas de distribuciéon mostré que todas las muestras son iguales
estadisticamente, es decir, las caracteristicas del alginato producido no tienen un efecto

sobre el tamaiio o forma de los agregados.

Pefia et al. (2002a) midieron el cambio del DE de agregados como funcién del
tiempo de cultivo, observando que el DE aumenta de un promedio de 9 um a las 30 h del
cultivo, hasta 35 pm a las 72 h. Estos autores proponen que las diferencias en el tamafio de

agregados estan relacionadas con la produccién de alginato y el alto peso molecular del

polisacarido. Sin embargo, estos autores incluyeron en sus distribuciones a células y
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agregados de manera conjunta. La desventaja de este método es que la evaluaciéon de una
poblacién que contiene un mayor porcentaje de células libres, dard como resultado una
distribucién que muestra menor tamafio, mientras una poblaciéon que incluye una menor
proporcién de células libres, mostrard una distribucion de mayor tamafio. Es decir, se
podria estar midiendo indirectamente la frecuencia de agregacion (porcentaje de las células

totales que se encuentran formando parte de agregados), en lugar del tamafio de agregados.
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Figura 21. Frecuencia acumulada de agregados de A. vinelandii en respuesta a la variacion

de calcio del medio, con respecto al DE (a) y la circularidad (b). Se muestran

ejemplos de barras de desviacion estandar para cada una de las muestras.

Yang et al. (2000) reportaron que el tamafio de los agregados celulares o espacios

intersticiales, pueden estar asociados a variaciones en la poblacién y el estado nutricional.
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Gjaltema et al. (1994), Stoodley et al. (1999), Yang et al. (2000), Beyenal y Lewandowski
(2002) y Purevdorj et al. (2002) observaron que la forma de la biopelicula se asocia
principalmente con la hidrodinamica del cultivo. En las diferentes condiciones evaluadas en
el presente trabajo, no se obtuvieron diferencias significativas en la concentracion celular,
razon por la cual probablemente no se encuentren diferencias en el tamafio de agregados.
Aunque la viscosidad es distinta en algunos puntos evaluados y éste parametro puede
influir en las condiciones hidrodinamicas del cultivo, esta variacion no fue suficiente para

reflejarse en diferencias en la forma de los agregados.

Se determiné la frecuencia de agregacion, es decir, la cantidad de agregados por
unidad de volumen de las cepas ATCC9046 y LA21 cultivadas con distintas
concentraciones de calcio en el medio. Este analisis se realizé utilizando la camara de

Neubauer y los resultados se reportan como agregados/ mililitro.

En la figura 22 se presenta la frecuencia de agregacion de la cepa ATCC9046
(circulos y linea continua) y de la cepa LA21 (cuadros y linea punteada). Para la cepa
ATCC9046 se observa una region de alta frecuencia de agregacion (7.3 + 0.4 x 10° agr/mL)
en los experimentos en los cuales se agreg6 de 3 a 100 mg CaSOy/L. En el cultivo con 200
mg/L, la frecuencia de agregaciéon disminuy6 drasticamente hasta 2.1 £+ 1 x 10° agr/mL.
Para el caso de la cepa LA21, la frecuencia de agregacion es similar en las distintas
concentraciones de calcio en el medio de cultivo (1.5 + 0.6 x 10° agr/mL), excepto para el
experimento donde se agregd 100 mg/L, en el cual se encontré una menor frecuencia (0.58
+0.12 x 10° agr/mL). Todos los valores de agregacion de la cepa LA21 fueron menores

estadisticamente que los observados para la cepa ATCC9046 (ANOVA tabla 8).

Agregacion de Azotobacter vinelandii 58



Resultados y Discusion

‘S
1Q: 4
E ® ATCC9046
= 8 o LA21
E
g 6
:5 4
®
8’ 2
) T =
C( 0 T T T T
0 50 100 150 200

CaS04 (mg/L
Figura 22. Frecuencias de agregacion de Azotobacter vinelandii, cepa ATCC9046 (e) y

cepa LA21 (o) cultivadas con distintas concentraciones de CaSO, en el medio.

Para la cepa ATCC9046, en el cultivo al cual se agregd 200 mg CaSOy/L se obtuvo
una frecuencia de agregacion hasta 70 % menor que los cultivos con concentraciones
menores de calcio. En todas las condiciones evaluadas se observé una capa de soélidos
adheridos en las paredes del matraz, pero en el cultivo al cual se agreg6 200 mg CaSOy/L al
medio de cultivo se observd mayor adhesion de sélidos (figura 23) con respecto al resto de
los matraces. Como ya se menciond, en esta condicion se observaron sélidos en el fondo de
los matraces, observables a simple vista. Los sélidos adheridos a las paredes y en el fondo
de los matraces podrian incluir células, lo que disminuiria su proporcién en suspension,

explicando el bajo valor de frecuencia de agregacion observado en este punto.

Probablemente la alta concentracion de calcio favorece que las células se adhieran a
las paredes del matraz. Bos et al. (1999) menciona que el calcio puede ser absorbido por los
componentes de la superficie de las células microbianas lo que incrementa su
hidrofobicidad y muestran mayor capacidad de adherirse unas a otras. Zita y Hermansson

(1994) describieron el papel de los cationes divalentes en la formacion de floculos en
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términos de la teoria Derjaugin, Landau, Verwey y Overbeek (DLVO). Segun esta teoria, la
presencia de cationes reduce la separacion entre bacterias cargadas negativamente,
promoviendo la agregacion o floculacién. Higgins y Novak (1997) proponen que los

cationes estan involucrados en la floculacién participando como puentes i6nicos.

N :

Figura 23. Matraces con cultivos de la cepa ATCC9046 para la condiciéon de cultivo de 3
(a) y 200 mg CaSO4/L (b). Las flechas indican los puntos en los cuales se

observé adhesion de solido en las paredes.

Por otra parte, la cepa ATCC9046 (excepto en la condicién donde se agregan 200
mg CaSO4/L) desarrollé6 una frecuencia de agregacion casi 5 veces mayor que la cepa
LA21. Sin embargo, como ya se menciond anteriormente, los agregados de la cepa no
productora de alginato fueron significativamente mayores que los generados por la cepa
productora del polisacarido. Probablemente las propiedades surfactantes del alginato
impiden que los agregados alcancen grandes tamarios (como en el caso de la cepa mutante),
generando una mayor concentracion de agregados pequefios. Sutherland (2001a) y Hall-
Stoodley et al. (2004) mencionan a la producciéon de SPE con propiedades surfactantes,
como una estrategia de dispersion de las biopeliculas, para la colonizacién de nuevos

nichos.
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Seria necesario identificar a los compuestos involucrados en la formacion de los
agregados y determinar posibles diferencias que se estén presentando, ya sea respecto a la
concentracion o en sus caracteristicas, en las distintas condiciones de cultivo. Esto
permitiria determinar una posible relacion de las caracteristicas y concentraciones relativas
de estos componentes con el patron de agregacion de la bacteria. Sutherland (2001a)
postuld que cuando se genera una biopelicula, las sefiales ambientales pueden estimular que
las bacterias sinteticen polimeros de composicion distinta a la contraparte plancténica, o
que se presenten diferencias en el grado de acetilacion o el peso molecular de estos
compuestos. Nivens et al. (2001) encontraron que una mayor adhesion celular de 7.

aeruginosa se relaciona con un alginato con un mayor grado de acetilacion.

Considerando los resultados obtenidos en este trabajo, se propone un esquema del

proceso de formacion de agregados por A. vinelandii:

Las condiciones hidrodinamicas bajo las cuales es cultivada la bacteria van a
determinar la formacion y el desarrollo de agregados celulares. Bajas velocidades de
agitacion y poca oxigenacion favorecen la formacion de estas estructuras (Pefia et al., 1997;

2000; 2002a).

Compuestos producidos por A. vinelandii, como proteinas o polisacaridos, pueden
intervenir en el proceso de agregacion. Una vez que un conjunto de células se adhieren,
inicia el desarrollo de la biopelicula y como parte de este proceso se sobreproducen
sustancias poliméricas extracelulares (SPE) (Hall-Stoodley et al., 2004). El alginato forma

parte de estas SPE y al parecer tiene un efecto negativo en el crecimiento de estas
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estructuras, debido a sus propiedades surfactantes. Factores como el peso molecular, la
composicion del alginato y la viscosidad de los caldos de cultivo, parecen no tener

influencia en la formacion de estas estructuras.

En las condiciones de cultivo que favorecen la agregacion, es comtn encontrar una
gran proporcion de alginatos de alto peso molecular. En numerosos trabajos enfocados al
estudio de biopeliculas bacterianas, han reportado la existencia de gradientes nutricionales
y de oxigeno (de Beer et al., 1994; Moller et al., 1996; Xu et al., 1998; 2001; Sauer et al.,
2002; Stewart, 2003). Incluso, algunos autores han encontrado velocidades reducidas de
crecimiento o estados estacionarios en las células que se encuentran dentro de biopeliculas
(Boyd y Chakrabarty, 1995; Moller et al., 1996; Xu et al., 1998; Stoodley et al., 2002).
Saude y Junter (2002) observaron que células de 4. vinelandii inmovilizadas en peliculas de
agar, producen alginatos de mayor peso molecular que las células en estado libre. Las
biopeliculas podrian compararse con células inmovilizadas. Priego y Galindo (2003)
observaron que la velocidad de crecimiento de 4. vinelandii, tiene influencia en el peso
molecular del alginato sintetizado. Estos autores encontraron que, de manera general, al
disminuir la velocidad de crecimiento de la bacteria, se sintetiza un alginato de mayor peso
molecular. La baja velocidad de crecimiento que pudiera presentarse en las células dentro
de los agregados podria ser la causa de la sintesis de alginatos de alto peso molecular, en las

condiciones de cultivo que favorecen la presencia de agregados.
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7. Conclusiones

e La técnica de andlisis de iméagenes desarrollada permite caracterizar adecuadamente
la poblacion de agregados presentes en el caldo de cultivo.

e El alginato parece tener un efecto negativo en la formacion de agregados celulares
por Azotobacter vinelandii.

e Polisacaridos y proteinas extracelulares producidos por 4. vinelandii, pueden tener
un papel importante en el proceso de agregacion.

e Las diferencias en viscosidad de los caldos, el peso molecular y la composicion del
alginato sintetizado, no afecta el diametro equivalente ni la circularidad (como
parametros del tamafio y la forma) de los agregados.

e Las células que forman parte de los agregados podrian tener una menor velocidad
de crecimiento con respecto a las células libres, lo que causaria que en las
condiciones de cultivo que favorecen la formacion de agregados se sinteticen

alginatos con un alto peso molecular.
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Anexo

ANEXO: ANALISIS ESTADISTICO

Tabla 3. ANOVA de las curvas de distribuciéon de los parametros morfologicos de los
agregados de las cepas ATCC9046 y LA21. Nivel de significacion: 0.05. Variable

independiente: CaSOy. Fiyp tomado de Merrington y Thompson (1943).

Parametro CaS0; VARIABLE CUADRADOS /) SIG Fran
(mg/L)  DEPENDIENTE MEDIOS

Area 3 a Entre Grupos 9.36 1.13 0.31 5.12
Dentro grupos 8.2

b Entre Grupos 0.08 075 041 5.12
Dentro grupos 0.1

X Entre Grupos 512 8.17 0.02 5.12
Dentro grupos 62

10 a Entre Grupos 1.9 032 058 5.2
Dentro grupos 59

b Entre Grupos 002 023 064 512
Dentro grupos 0.09

X Entre Grupos 145 7.7 024 512
Dentro grupos 18.6

50 a Entre Grupos 154 10.18  0.01 5.99
Dentro grupos 1.51

b Entre Grupos 0.096  2.07 02 599
Dentro grupos 0.04

X Entre Grupos 400 23.06 0.003 5.99
Dentro grupos 17.3

100 a Entre Grupos 0.56 0742 041 5.12
Dentro grupos 0.75

b Entre Grupos 0.016 126 029 5.12
Dentro grupos 0.013

X Entre Grupos 19.7 1.52 0.25 5.12
Dentro grupos 12.9

200 a Entre Grupos 0.02 0.01 0.92 6.61
Dentro grupos 1.79

b Entre Grupos 0.32 086 039 6.6]
Dentro grupos 0.38

X Entre Grupos 63.7 54 006 6.6l
Dentro grupos 11.7

DE 3 a Entre Grupos 3.22 2.3 0.16 5.12
Dentro grupos 1.39

b Entre Grupos 028  0.81 034 512
Dentro grupos 0.34

X Entre Grupos 1.93 841 0.02 5.12
Dentro grupos 0.22

10 a Entre Grupos 1.568 4.94 0.57 5.12
Dentro grupos 0.31

b Entre Grupos 0.09 028 0.61 5.12
Dentro grupos 0.35

X Entre Grupos 2.05 10.23 0.01 5.12
Dentro grupos 0.2
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50 Entre Grupos 25.2 8.1  0.02 599
Dentro grupos 3.08
Entre Grupos 573  4.05 0.09 599
Dentro grupos 1.41
Entre Grupos 4.41 23.1 0.003 5.99
Dentro grupos 0.19
100 Entre Grupos 0.17 1.43 0.26 5.12
Dentro grupos 0.11
Entre Grupos 0.0008 0.002 0.96 5.12
Dentro grupos 0.42
Entre Grupos 0.79 4.5 0.06 5.12
Dentro grupos 0.17
200 Entre Grupos 047  3.89 0.1 6.61
Dentro grupos 0.12
Entre Grupos 0.54 0.77 0.41 6.61
Dentro grupos 0.7
Entre Grupos 1.43 8.41 003  6.61
Dentro grupos 0.17
Circularidad 3 Entre Grupos 0.16 0.34 0.57 5.12
Dentro grupos 0.48
Entre Grupos 4.78 129 0.007 5.12
Dentro grupos 0.37
Entre Grupos 65 0.68 0.43 5.12
Dentro grupos 94.34
10 Entre Grupos 2.06 0.71 0.42 5.12
Dentro grupos 2.88
Entre Grupos 0.001 0.004 0.95 5.12
Dentro grupos 0.41
Entre Grupos 0.36 1.74 022 5.12
Dentro grupos 0.2
50 Entre Grupos 0.95 4.13 008 599
Dentro grupos 0.23
Entre Grupos 0.0001 0 0.98 5.99
Dentro grupos 0.44
Entre Grupos 1.4 10.1 0.01 5.99
Dentro grupos 0.13
100 Entre Grupos 0.09 0.77 0.4 5.12
Dentro grupos 0.11
Entre Grupos 0.13 0.11 0.74 5.12
Dentro grupos 119
Entre Grupos 0.17 0.73 041 5.12
Dentro grupos 0.23
200 Entre Grupos 0.018 0.05 0.82 6.61
Dentro grupos 0.34
Entre Grupos 1.7 093 037 6.6l
Dentro grupos 1.82
Entre Grupos 0.4 2.2 0.19 6.61
Dentro grupos 0.18
PC/P 3 Entre Grupos 11.8 18.13 0.003 5.12
Dentro grupos 0.65
Entre Grupos 272 5.03 05 A2
Dentro grupos 0.54
Entre Grupos 0.45 139 0.006 5.12
Dentro grupos 0.03
10 Entre Grupos 2.54 129 028 5.12
Dentro grupos 1.96
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b Entre Grupos 0.45 2.25 0.17 5.12
Dentro grupos 0.2
X Entre Grupos 0.21 1.6 0.24 5.12
Dentro grupos 0.13
50 a Entre Grupos 0.72 0.64 0.45 5.99
Dentro grupos 1.12
b Entre Grupos 5.56 46.02 0.00] 5.99
Dentro grupos 0.12
X Entre Grupos 0.46 6 005 599
Dentro grupos 0.07
100 a Entre Grupos 0.01 0.004 0.95 5.12
Dentro grupos 4.07
b Entre Grupos 0.95 0.97 0.35 5:12
Dentro grupos 0.97
X Entre Grupos 0.35 2.9 0.12 5.12
Dentro grupos 0.12
200 a Entre Grupos 23 2.5 0.17 6.61
Dentro grupos 0.94
b Entre Grupos 0.16 0.55 0.49 6.61
Dentro grupos 0.3
X Entre Grupos 0.04 038 056 6.6]
Dentro grupos 0.12

Tabla 4. ANOVA de las curvas de distribucién de los parametros morfolégicos de los
agregados de la cepa ATCC9046. Nivel de significacion: 0.05. Variable
independiente: CaSOy. Fiyp tomado de Merrington y Thompson (1943).

PARAMETRO COEF. CUADRADOS F SIG Flab
MEDIOS

Area a Entre Grupos 2.97 0.64 0.63 2.84
Dentro grupos 4.61

b Entre Grupos 0.29 1.84 0.15 2.84
Dentro grupos 0.16

X Entre Grupos 5.78 0.38 0.81 2.84
Dentro grupos 15.08

Circularidad a Entre Grupos 0.61 0.49 0.74 2.84
Dentro grupos 1.36

b Entre Grupos 1.69 1.64 0.20 2.84
Dentro grupos 1.03

X Entre Grupos 35.11 0.97 0.44 2.84
Dentro grupos 36.11

DE a Entre Grupos 0.64 1.67 0.19 2.84
Dentro grupos 0.38

b Entre Grupos 175 2.15 0.10 2.84
Dentro grupos 0.81

X Entre Grupos 0.21 1.10 0.38 2.84
Dentro grupos 0.19

Perim convexo a Entre Grupos 4.11 1:72 0.18 2.84
perimetro Dentro grupos 2.38

b Entre Grupos 0.85 1.19 0.34 2.84
Dentro grupos 0.7

X Entre Grupos 0.313 3.16 0.03 2.84
Dentro grupos 0.09

Agregacion de Azotobacter vinelandii 75



Anexo

Tabla 5. ANOVA de los parametros fisicoquimicos del alginato y caldo de cultivo de la

cepa ATCC9046. Nivel de significacion: 0.05. Variable independiente: CaSOj.

Fup tomado de Merrington y Thompson (1943).

PARAMETRO CUADRADOS F SIG Ftab
MEDIOS

Concentracion de Entre Grupos 0.41 0.57 0.68 2.76
alginato Dentro grupos 0.72

Viscosidad Entre Grupos 62150 17.99 0 2.76
Dentro grupo 3453

Peso Molecular Entre Grupos 2.2ell 5.68 0 2.8
Promedio Dentro grupos 3.4el0

Indice de Entre Grupos 14.21 3.6 0.02 2.78
Polidispersion Dentro grupos 1.63

Relacion G/M Entre Grupos 0.94 5.96 0 2.84
Dentro grupos 0.15

Concentracion Entre Grupos 1.28el6 1.65 0.19 2.84
celular Dentro grupos 7.8el15

Concentracion Entre Grupos 1.35 0.97 0.44 2.8
proteina Dentro grupos 1.38

extracelular

pH Entre Grupos 0.95 17.1 0 2.76

Dentro grupos 0.05

Tabla 6. ANOVA de los parametros fisicoquimicos del caldo de

Nivel de significacion: 0.05. Variable independiente:

Merrington y Thompson (1943).

cultivo de la cepa LA21.

CaS0,. Fip tomado de

PARAMETRO CUADRADOS F SIG Fab
MEDIOS

Viscosidad Entre Grupos 5.53 0.45 0.77 5.19
Dentro grupos 12.27

Concentracion Entre Grupos 3.4el6 0.42 0.78 3.26

celular Dentro grupos 8el6

Proteina Entre Grupos 1.69 0.90 0.49 3.18

extracelular Dentro grupos 1.81

pH Entre Grupos 5.1e-2 23 0.10 3.06
Dentro grupos 2.2e-2

Agregacion de Azotobacter vinelandii

76



Anexo

Tabla 7. ANOVA de los parametros fisicoquimicos del caldo de las cepas ATCC9046 y

LA21 en respuesta a la concentracion de calcio del medio de cultivo. Nivel de

significacion: 0.05. Variable independiente: Cepa. Fy,, tomado de Merrington y

Thompson (1943).
CaS0, VARIABLE CUADRADOS F SIG Fran
(mg/L) DEPENDIENTE MEDIOS
3 Viscosidad Entre Grupos 142513 39.8 0.01 5.99
Dentro grupos 3573
Conc. Celular Entre Grupos 5.8%16 1.49 0.26 5.99
Dentro grupos 3.95e16
Conc. Proteina Entre Grupos 13.89 5.03 0.06 5.59
Dentro grupos 2.76
pH Entre Grupos 2.87 393.5 0 5.12
Dentro grupos 0.007
10 Viscosidad Entre Grupos 107639 18 0.005 5.99
Dentro grupos 5965
Conc. Celular Entre Grupos 2.55el7 519 0 5.99
Dentro grupos 49el5
Conc. Proteina Entre Grupos 3.13 10.5 0.01 5.99
Dentro grupos 0.29
pH Entre Grupos 3.59 1409 0 5.12
Dentro grupos 0.002
50 Viscosidad Entre Grupos 144738 85.7 0 5.99
Dentro grupos 1688
Conc. celular Entre Grupos 3.84el6 0.76 0.4 5.12
Dentro grupos 5.05e16
Conc. Proteina Entre Grupos 0.38 0.12 0.73 5.12
Dentro grupos 3.22
pH Entre Grupos 3.06 121 0 5.12
Dentro grupos 0.02
100 Viscosidad Entre Grupos 43453 18.8 0 6.61
Dentro grupos 2302
Conc. celular Entre Grupos 1.68el6 0.51 0.49 5.12
Dentro grupos 3.28el6
Conc. Proteina Entre Grupos 1.16 2.09 0.18 5.12
Dentro grupos 0.55
pH Entre Grupos 2.59 85 0 5.12
Dentro grupos 0.003
200 Viscosidad Entre Grupos 8458 9.7 0.2 5.99
Dentro grupos 871
Conc. celular Entre Grupos 24lel6 0.6 0.5 6.61
Dentro grupos 4.0lelé6
Conc. Proteina Entre Grupos 1.579 2.17 0.18 5.59
Dentro grupos 0.72
pH Entre Grupos 0.02 0.14 0.71 5.12
Dentro grupos 0.15
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Tabla 8. ANOVA de la frecuencia de agregacion de las cepas ATCC9046 y LA21. Nivel de

significacion: 0.05. Variable independiente: cepa. Fyp tomado de Merrington y

Thompson (1943).
CALCIO (mg/L) CUADRADOS F SIG Fei
MEDIOS

3 Entre Grupos 23762 86.4 0.0 4.17
Dentro grupos 274

10 Entre Grupos 23112 318.1 0.0 4.17
Dentro grupos 72

50 Entre Grupos 33540 3885 0.0 4.17
Dentro grupos 8.6

100 Entre Grupos 21336 559.7 0.0 4.17
Dentro grupos 38.1

200 Entre Grupos 338 53 0.03 4,17
Dentro grupos 63.3

Tabla 9. ANOVA de la variacion de la concentracion de acidos urdnicos en la fraccion

asociada a cé€lulas entre la cepa ATCC9046 y LA21 en respuesta a la

concentracion de calcio del medio. Nivel de significacion: 0.05. Variable

independiente: Cepa. F, tomado de de Merrington y Thompson (1943).

CaSO, (mg/L) CUADRADOS F SIG Fus
MEDIOS

3 Entre Grupos 0.22 8.64 0.026 5.99
Dentro grupos 0.002

10 Entre Grupos 0.139 56.73 0 5.99
Dentro grupos 0.002

50 Entre Grupos 0.351 8.704 0.026 5.99
Dentro grupos 0.04

100 Entre Grupos 0223  26.964 0.002 5.99
Dentro grupos 0.008

200 Entre Grupos 1.189 5.757 0.053 5.99
Dentro grupos 0.20
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