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QUIMIOTAXIS DE Bradyrhizobium japonicum ICA 8001
HACIA ACIDOS ORGANICOS Y EXUDADOS

DE SEMILLAS DE SOYA

Maria C. Napoles, A. Gutiérrez y M. Varela

ABSTRACT. The chemotactic response of Bradyrhizob-
ium japonicum ICA 8001 towards sodium malonate, suc-
cinic acid and seed exudates from William’82 cv. was
studied in some investigations aimed at elucidating the
biochemical signals existing at the early stages of B.
japonicum-soybean interaction. Just soybean exudate re-
sulted to be a strong bacterial chemoatractive, which de-
creased when dilution increased. Organic acids showed
weak effects with its microsimbiont interaction.
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INTRODUCCION

B. japonicum es una bacteria Gram negativa que
forma una relacién simbiética con la soya infectando el
sistema radical a través de un complejo intercambio de
sefhales moleculares que culminan con la formacién de
nédulos radiculares (Spaink, 1994; Schultze et al., 1994
y Sharon Long, 1996). Las evidencias procedentes de
Rhizobium spp. sugieren que la motilidad y la quimiota-
xis pueden estar involucradas en los estados iniciales
de la interaccidn (Michiels y Vanderleyden, 1994), per-
mitiendo a la bacteria diseminarse a través del suelo,
localizarlos primordios nodulares e infectar los nédulos
con mayor eficiencia. En particular la motilidad es un
factor importante en la competencia entre cepas de
Bradyrhizobium para la nodulacién.

La quimiotaxis en la solucion de suelo es el feno-
meno mediante el cual un grupo de microorganismos
pueden ser atraidos o repelidos hacia la rizosfera o el
sistema radical de los vegetales (Maria C. Napoles y
Ana C. Velazco, 1993) y dada su importancia en el
reconocimiento de ambas especies, diversos autores
se han dedicado al estudio de este fendbmeno (Metting,
1993; Dibut, 1996 y Ana N. Hernandez, 1996).

Los exudados de las plantas presentan una com-
plejay diversa composicién quimica, basicamente cen-
trada en compuestos de bajo peso molecular (Prikryl y
Vancura, 1980). Los exudados de la semilla y raices de
la soya incluyen varios metabolitos secundarios, ami-
noacidos, acidos organicos y azUcares (Barbour, Hat-
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RESUMEN. En investigaciones para elucidar las sefales
bioquimicas existentes en los estadios iniciales de la inte-
raccion B. japonicum-soya, se estudio la respuesta quimio-
tactica de la cepa Bradyrhizobium japonicum ICA 8001
hacia malonato de sodio, acido succinico y exudados de
semillas var. William’82. Solamente el exudado de soya
resulté un fuerte quimioatrayente para la bacteria, efecto
que disminuy6 con el aumento de su dilucién. Los 4cidos
organicos mostraron efectos débiles en su interaccién con
este microsimbionte.
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termann and Stacey, 1991), dentro de los cuales los
acidos organicos (succinato, matlonato y malato) son
los que poseen un mayor efecto quimioatrayente sobre
B. japonicum.

El hecho de que B. japonicum posea un flagelo
subpolar (Kape, Parniske y Werner, 1991) y responda
guimiotacticamente a gradientes de ciertos compues-
tos quimicos exudados por (a raiz de soya (Barbour,
Hattermann y Stacey, 1991), constituyen para él venta-
jas ecologicas sobre otros microorganismos de la rizos-
fera.

En este trabajo se estudio el efecto quimiotactico
de dos acidos organicos: el 4cido succinico y el malo-
nato de sodio y de un extracto etanélico de exudados
de semilla de soya var. William’82, sobre la cepa B.
japonicum ICA 8001.

MATERIALES Y METODOS

Cepa y condiciones de crecimiento. Se utilizé la cepa
B. japonicum ICA 8001, cultivada en medio manitol-ex-
tracto de levadura segun Vincent (1970), a 28°C y sin
agitacion durante 48 h.

Preparacién de los agentes quimiotacticos. El cido
succinico (Merck) y el malonato de sodio (BDH) se
disolvieron en buffer HEPES (acido 2-[4-(2-hidroxietil)-1
piperazinil] etanosulfénico) a una concentracion de
10 mM, ph 7.0. Se esterilizaron por autoclave a 121°C,
15 minutos.

Para obtener el exudado de semillas se embebie-
ron 100 semillas de soya var. William’82 en 100 mL de
etanol al 50 %, durante 18 horas en agitacién. Se con-
centr6 10 veces la fraccion soluble mediante rotoeva-
poracion y se esterilizé por filtracion a través de filtros
de 0.2 um.
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Ensayo de quimiotaxis. El cultivo de bacterias con una
concentracion de 2.2x10% UFC.mL™" (unidades forma-
doras de colonias) se colecté y lavé en buffer HEPES
10 mM mediante centrifugaciones sucesivas a
3 000 rpm durante 5 min a 27°C, con el objetivo de
eliminar todo resto de medio de cultivo. Finalmente se
resuspendieron las células en el buffer hasta una con-
centracion de 1.5x10° UFC.mL™" y esta suspension se
utilizé en el ensayo de quimiotaxis, para lo cual cinco
capilares de 25 ul_ previamente cargados con cada uno
de los quimiotrayentes y con el buffer como control se
introdujeron en la suspensién de células, incubandose
durante 1 hora a 28°C. Posteriormente se en]uagaron y
secaron externamente determinandose el nimero de
UFC.mL" contenidas dentro de cada capilar mediante
conteo de totales en camara de Neubauer. En algunos
casos fue necesario diluir en el buffer.

La respuesta quimiotactica se determiné dividien-
do el nimero de UFC contenidas en los capilares car-
gados en los agentes quimiotacticos entre el nimero
de UFC contenidas en los capilares cargados con el
buffer control, segin Barbour, Hattermann y Stacey
(1991).

Los resultados de la quimiotaxis se procesaron

mediante un analisis de varianza completamente alea-
torizado con pruebas de Duncan al 5%.
Estudio de diferentes diluciones del exudado de semi-
llas sobre la quimiotaxis. Et concentrado obtenido a
partir del exudado de semilias se diluy6 10, 100 y 1000
veces en buffer HEPES para determinar e efecto de las
diferentes concentraciones sobre la atraccién de las
bacterias.

Para corroborar los resultados obtenidos en el
ensayo con el método de contea en camara, se realizé
otro con iguales caracter(sticas pero determinando el
numero de células contenidas dentro del capilar, me-
diante conteo de viables en placas Petri con medio
manitol-extracto de levadura-agar. Se realizd un bifac-
torial teniendo en cuenta los factores método de medi-
cibn-compuesto a probar, con prueba de Duncan al
5 %.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados del efecto quimiotactico ejercido
por los diferentes compuestos se muestra en la Tabla I.

El exudado de semillas ejercié un fuerte efecto
quimioatrayente sobre la bacteria, lo que coincide con
trabajos anteriores realizados con otras cepas de B. ja-
ponicum y otras variedades de soya (Kape, Parniske
and Werner, 1991), difiriendo significativamente con el
efecto ejercido por los acidos organicos.

El hecho de que los exudados contengan un am-
plio rango de gompuestos organicos (Curl y Tryelove,
1986) justifica su alto efecto atrayente sobre este mi-
croorganismo de nutricién quimioorganaotréfica.

La Figura 1 muestra el efecto de diferentes dilucio-
nes del exudado de semillas sobre el nimero de bacte-
rias atraidas. La respuesta quimiotactica de la bacteria
aumentd proporcionalmente con el incremento de la
concentracion del exudado, encontrandose la mayor
atraccién con la menor dilucién ensayada.
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Tabla |. Efecto quimiotactico de diferentes
compuestos sobre la cepa B. japonicum
ICA 8001
Compuesto Respuesta quimiotactica
Malonato de sodio 1.2b
cido succinico 23b
Exudado de semillas 123 a
ESx 1.07
p <0.001
Nimero de bactorias atraidas (millones)
3.000
2.500
2.000
1.500
1.000
500 //

1/1000

Dilucién del e¥'dado

1/100 1/10 0

Figura 1. Efecto de diferentes diluciones del exuda-
do de semillas sobre la quimiotaxis de B.
japonicum

A pesar de que otros autores han encontrado un
potente efecto quimioatrayente del cido succlnico y el
malonato sobre B. japonicum, nuestros resultados
muestran un efecto comparativamente débil con la ce-
pa utilizada. Aunque no hubo diferencias significativas
entre el efecto del malonato y el acido succinico, este
dlitimo mostré como tendencia un poder de atraccién
ligeramente superior, lo que concuerda con los resulta-
dos obtenidos por Barbour, Hattermann y Stacey
(1991).

En la Figura 2 se comparan Ios resultados obteni-
dos mediante el conteo de UFC.mL™" totales en camara
de Neubauer y canteo de viables en placas.

Para ambas determinaciones el nimero de bacte-
rlas retenldas dentro de cada capilar oscnlo entre 108 y
10° UFC.mL’", alcanzando valores de 10'° UFC totales
en los capllares cargados con el exudado de las semi-
llas.

El analisis bifactorial mostré que no existe interac-
cion entre los factores estudiados, siendo la respuesta
quimiotactica obtenida por los diferentes compuestos,
independiente del método de conteo utilizado. Si hubo
diferencias entre los valores obtenidos para un mismo
compuesto entre los dos métodos de conteo, lo cual es
légico.



[celular] #UFC.mL"
1,000E+11

1,000E+10

1,000E +09

1,000E + 08

1,000E +07 -

1.000.000 -
100.000

10.000 ’

1.000

Bufter Malonato Succinico Exudados

Compuesto

U Totales [Iviables

Figura 2. Determinacion del nimero de bacterias
atraidas por cada compuesto mediante
conteo de totales y viables

La proporcionalidad entre ambos métodos valida
la utilizacién del método de conteo en camara en el
estudio de este fenébmeno, que es mucho mas rapido y
sencillo que el de conteo en placas, ademas del ahorro
en medio de cultivo que ello significa.

En ambos experimentos resulté considerable la
variacion en el nimero de bacterias por capilar para un
mismo atrayente.
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