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3.- RESUMEN

El constante aumento de la temperatura, la sobreexplotacion de las tierras de cultivo y
el incremento poblacional ha generado un impacto negativo en muchos ecosistemas. La
demanda global de alimentos continua en constante aumento y para satisfacerla se han
buscado alternativas sustentables. La produccion de alimentos mediante sistemas
agricolas menos nocivos para el ambiente resulta de gran interés para la agricultura
moderna. Asi, el uso de inoculantes con bacterias promotoras de crecimiento de plantas
(PGPB) ha demostrado ser una estrategia efectiva y amigable con el medio ambiente;
sin embargo las condiciones de almacenamiento y transporte de estos productos asi
como las variaciones de temperatura de las zonas de cultivo donde seran aplicados
repercuten fuertemente en la viabilidad de las bacterias benéficas y por tanto en la
efectividad de éstos productos. Las condiciones de desecacion que experimentan los
inoculantes microbianos en los campos de cultivo son la principal limitante de su éxito;
por consiguiente la elaboracién de inoculantes robustos que mantengan su efectividad

pese a factores de estrés como la desecacidn es de gran relevancia.

Pseudomonas putida KT2440 es capaz de eliminar compuestos xenobiéticos y exhibe
una alta capacidad de colonizar la rizosfera de un gran niumero de plantas; sin embargo
para ser empleada como inoculante en zonas aridas es necesario incrementar su
tolerancia a desecacion, por lo que el objetivo del presente trabajo fue el desarrollar un
fenotipo de Pseudomonas putida KT2440 tolerante al proceso de desecacion mediante
dos estrategias: la adaptacion a estrés oxidativo, debido a que la oxidacion es un factor
clave en los procesos de muerte celular durante la desecacion; y la adaptacion directa a

la desecacion.
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5.- INTRODUCCION
5.1.- Problemas ambientales y alimentacion

Durante los ultimos 50 afios, los seres humanos han cambiado los ecosistemas a una
mayor velocidad que en cualquier otro periodo comparable para satisfacer la creciente
demandas de alimentos, agua dulce, madera, fibra y combustibles. Esto ha resultado en

una pérdida sustancial irreversible de la diversidad de la vida sobre la Tierra.

El suelo es un recurso no renovable, por lo que su conservacion es un factor critico
para garantizar las demandas crecientes de alimentos en el mundo (Vallejos et. al.,
2005). Algunos de los problemas relacionados con la creciente demanda alimenticia se
deben principalmente a la degradacion y pérdida de los suelos cultivables, asi como a
la pérdida del contenido de carbono orgéanico, la disminucion de la estabilidad
estructural, la disminucién de la actividad biolégica del suelo, el aumento del riesgo de
erosion y extension de la salinizacion. Por otro lado el constante cambio climatico
representa un factor de estrés adicional al esfuerzo para la restauracion de ecosistemas
(Woodward et. al., 2010).

5.2.- Inoculantes Microbianos

Dado el aumento de la demanda de los productos derivados de la agricultura en los
tltimos afos, los agricultores se han hecho cada vez mas dependientes de los
agroguimicos como una alternativa de proteccion de sus cultivos; sin embargo el uso
continuo e indiscriminado de agroquimicos tiene un gran impacto en el medio ambiente,
lo cual ha propiciado la busqueda de alternativas sustentables y de menor impacto
ambiental como lo son el uso de bacterias promotoras del crecimiento de plantas para

la sustitucion parcial o total de los agroquimicos.

Las plantas son desafiadas regularmente por una gran variedad de microorganismos
patdégenos presentes en su entorno. Sin embargo, las interacciones benéficas entre
plantas y microorganismos también son frecuentes en la naturaleza y son conocidos por
mejorar la nutricion de las plantas y/o ayudar a las plantas a superar las tensiones

bidticas o abidticas. Por lo tanto, las plantas tienen que reconocer rapidamente la
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interaccion y activar una respuesta que le permita sobrevivir en el ambiente.
Curiosamente, existe una creciente evidencia de que las plantas reaccionan de manera
similar en la presencia tanto de los microbios patdégenos como los no patégenos, en
ambos casos son reconocidos por patrones moleculares que pueden o no
desencadenar una respuesta inmune (Van Loon et. al., 2008; Hermosa et. al., 2012;
Zamioudis and Pieterse, 2012). Sin embargo, con el fin de establecer una interaccion
beneficiosa que implica una colonizacion bacteriana eficiente, hay una necesidad de
suprimir esa respuesta tras el reconocimiento del microorganismo (Gutjahr and
Paszkowski, 2009; Zamioudis and Pieterse, 2012).

5.3.- Bacterias PGPB

La inoculacién de plantas con PGPB y simbiontes de plantas tiene siglos de antigiiedad.
Cuando las poblaciones de rizobios nativa del suelo son insuficientes, en necesario la
implementacion de inoculantes comerciales a base de dichos microorganismos (Botha
et. al., 2004). La superficie de las raices y las areas circundantes del suelo (la rizosfera)
constituyen un entorno donde los nutrientes liberados por la planta en forma de
exudados estan disponibles para los microorganismos (Birtles et. al., 1997). En algunos
casos, la efectividad de los inoculantes es baja debido a la competencia que se produce
entre los rizobios introducidos y los microorganismos nativos (Bromfield et. al., 1985).
Los inoculantes son una formulacion de microorganismos metabdlicamente activos que
compiten en el medio ambiente por el espacio y los nutrientes del suelo (Li and
Alexander, 1988).

Ademas, los inoculantes microbianos deben superar problemas inherentes a su
aplicacion en los campos de cultivo tales como la pérdida de viabilidad durante el
almacenamiento y manipulacién en manos de los productores. La efectividad de un
inoculante es a menudo la barrera mas comuan para la comercializacién de los mismos,
la cual recae principalmente en el manejo de las cepas; es decir, son dos casos
diferentes por un lado las pruebas de los inoculantes cuando se hacen bajo el cuidado
de personal capacitado y condiciones de laboratorio precisas en las instalaciones de
investigacion el resultado puede ser el esperado, ahora bien que si la prueba de los
inoculantes es hecha por agricultores los cuales carecen de conocimientos de

7



microbiologia y en condiciones no controladas es evidente que el resultado sea muy

alejado del que se obtuvo en un laboratorio (Stephens and Rask, 2000).

La primera condicion, cuando se considera la inoculacion de plantas con PGPB
(incluyendo los rizobios), es encontrar la poblacion bacteriana adecuada para el efecto
previsto en el cultivo objetivo. A continuacion se disefia una formulacion especifica del
inoculante para el cultivo objetivo y un método de aplicacion practico, teniendo en
cuenta las limitaciones de los agricultores (Bashan et. al., 2014).

El uso de inoculantes microbianos para la mejora de la produccion agricola sostenible
se esta convirtiendo en una practica cada vez mas aceptada en la agricultura intensiva
en muchas partes del mundo. Las PGPB son bacterias de vida libre de suelo que
colonizan las raices, generando una relacion rizosfera-planta mejorando el crecimiento
y rendimiento de las plantas cuando se aplican ya sea a las semillas o directamente en

los cultivos (Kumar et. al., 2014).

El efecto de las PGPR en el crecimiento de las plantas se explica principalmente por la
liberacion de metabolitos que estimulan directamente el crecimiento. Varios
mecanismos se han postulado para explicar como las PGPR benefician la planta
huésped. Estos incluyen: la capacidad de producir los reguladores de crecimiento de
plantas o fitohormonas como el &cido indol acético (AlA), citoquininas, giberelinas
(Glick, 1995; Marques et. al., 2010) ademas de mejorar la fijacion de N2, (Sahin et. al.,
2004, Khan, 2005) solubilizan el fosfato inorganico y la mineralizan el fosfato organico
y/u otros nutrientes (Glick, 1995; Jeon et. al., 2003) produccion de sideréforos, inclusive
promueven un efecto antagonista contra microorganismos fitopatdégenos mediante la
sintesis de antibidticos, enzimas, y/o compuestos fungicidas (Dey et. al., 2004; Lucy et.
al., 2004).

El reciente interés en las rizobacterias y su impacto en los beneficiosos que se obtienen
al probarlos en los cultivos ha ido aumentado en los ultimos afios, ya que en diversos
estudios se ha demostrado los efectos sobre el crecimiento y el rendimiento de
diferentes cultivos, en diferentes ambientes en condiciones ecoldgicas variables (Ozturk
et. al.,, 2003; Marques et. al.,, 2010; Mehnaz et. al., 2010; Zhang et. al., 2012). Los



beneficios en plantas debido a la adicion de PGPR incluyen aumentos en las tasas de
germinacion, crecimiento de la raiz, mayor produccion de grano, area foliar, contenido
de clorofila, contenido de magnesio, contenido de nitrdgeno, contenido de proteina,
actividad hidraulica, tolerancia a la sequia, aumento de peso de la raiz y senescencia
foliar tardia. Otra ventaja importante del uso de las PGPR es la resistencia a
enfermedades que le confieren a las plantas, conocido como "control biologico"
(Mishustin and Naumova, 1962). Sin embargo el suelo es un entorno impredecible y
existe la posibilidad de un resultado no contemplado (Bashan, 1998). En un estudio
realizado por Frommel et. al., (1993), la mala colonizacion del PGPR en raices de las
plantas se produjo debido a las condiciones adversas, incluyendo la grave infeccion por
Verticillium del suelo, bajo pH del suelo, alta temperatura y la escasez de
precipitaciones durante la temporada de crecimiento. Estas condiciones de crecimiento
adversas contribuyeron probablemente a la baja colonizacion de la raiz (Dobbelaere et.
al., 2001; Klein et. al., 1990; Parke, 1991; Suslow and Schroth, 1982). La variabilidad
climatica también tiene un gran impacto en la efectividad de las PGPR (Okon and
Labandera-Gonzéalez, 1994), pero a veces las condiciones de crecimiento desfavorables

en el campo son de esperar como un funcionamiento normal de la agricultura.

Diferentes tipos de suelo pueden influir en la eficacia de PGPR (Kloepper et. al., 1980),
en un estudio con trigo y Pseudomonas, los resultados sugirieron que a menor fertilidad
del suelo, mayor es la estimulacion del crecimiento de plantas por la PGPR (De Freitas
and Germida, 1990). Esto es similar a lo observado en los estudios realizados con
especies de Azospirillum, a pesar del hecho de que Pseudomonas fijan poco o nada de
nitrégeno. Por otro lado, la promocion del crecimiento del maiz con una cepa de
Azospirillum lipoferum ha informado estar ligado al tipo de suelo en el campo (Fages,
1994). Al elegir un PGPR eficaz para una planta en un sitio especifico, es
imprescindible tener en cuenta el nivel de nutrientes en el suelo y como el PGPR podria

influir en el lugar.

Por otro lado en el campo, el nimero de PGPR aplicadas a la planta a menudo es vital
para promover el crecimiento adecuado (Boddey and Dobereiner, 1988), grandes

cantidades de bacterias podria ser perjudicial para la germinacion y crecimiento de las



semillas o plantas (Chanway, 1997). Varios estudios demuestran que los efectos de
estimulacion del crecimiento se ven en el desarrollo temprano de la planta, y éstos
posteriormente se traducen en rendimientos mas altos (Glick et. al., 1997; Hoffmann-
Hergarten et. al., 1998; Kloepper et. al., 1988; Polyanskaya et. al., 2000).

5.4.- Pseudomonas putida KT2440

Actualmente la clasificacién para los miembros del género Pseudomonas, esta basada
en la homologia de secuencias de RNA, donde el género Pseudomonas se ubica
taxonébmicamente en el dominio Procariota, orden Pseudomonadales, familia
Pseudomonadaceae y esta conformada por cinco grupos, donde se incluye el grupo
fluorescente (Grupo | ARNr), constituido a su vez por las especies: Pseudomonas
aeruginosa, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas putida, Pseudomonas veronii y

Pseudomonas monteilii (Martinez, 2001).

El género Pseudomonas es un género muy amplio, con un gran niumero de especies, y
todas comparten una amplia variabilidad metabdlica, fisioldgica y genética que hace
posible que colonicen con éxito una gran variedad de nichos. Las bacterias de este
grupo participan en muchas actividades de importancia biotecnolégica, medioambiental
y biosanitaria; como el reciclaje de elementos, la interaccion y proteccion frente a
patégenos en las raices de plantas, la sintesis de polimeros de interés, la degradacion
de compuestos organicos de todo tipo, tanto xenobidticos como biogénicos o la
produccion de enfermedades tanto en animales como en plantas (Timmis, 2002).
Bacterias como Pseudomonas putida y Pseudomonas fluorescens han sido
identificadas por poseer actividades promotoras de crecimiento, adicionalmente poseen
tiempos cortos de generacion, alta movilidad, fijacién biolégica de nitrdgeno, capacidad
para colonizar las raices y producciéon de metabolitos secundarios que pueden regular
el crecimiento vegetal y regular las poblaciones microbianas de la rizosfera (Kapulnik,
2002).

Pseudomonas putida es una bacteria Gram negativa adaptada a vivir en ambientes muy
diversos, tanto aerobios como microaerobios, y como ya se ha mencionado con

anterioridad poseen un metabolismo muy versétil y puede utilizar gran variedad de
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compuestos como fuente de carbono. La expresion de los genes implicados en el
transporte y metabolismo de estas fuentes de carbono estd controlada por diversos
sistemas de regulacion global que optimizan el metabolismo en cada situaciéon. Es
importante entender el funcionamiento de estas redes de regulacion, las sefiales a las
gue responden y los mecanismos moleculares por los que operan, para saber cdmo se
adaptan las bacterias a su medio ambiente, como se asimilan las diversas fuentes de
carbono y energia, ademas de cémo se coordinan y modifican los programas de
transcripcion de forma que la bacteria pueda competir y sobrevivir en su ecosistema
(Rojo et. al. 2008).

P. putida se ha convertido en el paradigma de bacteria del suelo metabdlicamente
cambiante capaz de degradar una amplia variedad de contaminantes organicos en
compartimentos aerobicos del medio ambiente, particularmente hidrocarburos
aromaticos y alifaticos, ejerciendo por tanto un papel clave en el mantenimiento de la
calidad del ambiente. Con frecuencia aparece como el organismo predominante en
cultivos de enriquecimiento en los que se utiliza un compuesto recalcitrante como Unica
fuente de carbono y energia, probablemente debido a que las condiciones usualmente
utilizadas en estos enriquecimientos (alta aireacion, disponibilidad de minerales,
temperatura de incubacion de entre 20 y 30 °C, etc.) favorecen su rapido crecimiento
(Williams and Murray, 1974).

Dado que P. putida no es patdgena de animales o vegetales, hace que estas especies
saproéfitas sean consideradas ambientalmente y buena candidata para desarrollar
linajes seguros para experimentos con DNA, ademas constituye una excelente
herramienta de laboratorio para investigar las bacterias de suelo y los procesos en los
gue estan implicadas (Timmis, 2002). La cepa KT2440 de P. putida deriva de
Pseudomonas arvilla mt-2, la bacteria degradadora de tolueno mejor caracterizada y
gue fue posteriormente reclasificada como P. putida mt-2 (Bagdasarian et. al., 1981)
(Williams and Murray, 1974). P. putida KT2440 esta siendo utilizado como un organismo
modelo en estudios de interaccién planta-microbio para establecer las bases
moleculares de la adhesién de semilla inicial y posterior colonizacién de la raiz

(Nakazawa, 2002), ademas de su potencial para la eliminacién de xenobioticos, exhibe
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alta aptitud en la colonizacion de la rizosfera de un gran nimero de plantas como maiz,
trigo, fresa, cafla de azucar y espinaca (Molina et. al. 2000); también ha sido usada
para desarrollar nuevos biopesticidas y promotores del crecimiento de plantas que
funcionan en la rizésfera de plantas (Espinosa-Urgel et. al., 2002).

El establecimiento de P. putida en raices de las plantas aparece como un proceso muy

rapido y dinamico en el que tres etapas pueden ser definidas:

1) Una “fase de atraccion” de movimiento bacteriano probablemente como resultado de

las respuestas quimiotacticas a la presencia de la raiz.

2) Una rapida “etapa de arreglo”, en el que las bacterias crecen, se dividen y se

agregan para formar microcolonias alrededor de la raiz.

3) Una “fase de residencia”, donde la poblacion establecida alcanza el tamafio maximo
relativo a la raiz, de manera que los numeros de bacterias esta ligado al peso raiz y

permanecen constantes (Espinosa-Urgel et. al., 2002).
5.5.- Desecacion

El secado extremo hasta el equilibrio con aire, es letal para la mayoria de las especies
de animales y plantas. Debido a que no existen cultivos tolerantes a la desecacion la
sequia sigue siendo una de las principales causas en la pérdida de cultivos, y uno de

los factores ecoldgicos con mayor impacto en la agricultura.

La definicion de la desecacion es el secado a <0.1g H».Og* masa seca (10% de
contenido de agua [WC]) o menos. Esto es aproximadamente equivalente a sequedad
aire a 50% de humedad relativa a 20°C y corresponde a un potencial de agua de
aproximadamente -100 MPa (Gaff, 1989; Haranczyk et. al., 1998; Proctor, 2003).

Desde una perspectiva bioldgica el umbral de 10% WC, corresponde al punto en el
agua es insuficiente para la formacién de una monocapa alrededor de macromoléculas,
interrumpiendo las reacciones enzimaticas y por lo tanto el metabolismo (Billi and Potts,
2002). Por lo tanto la tolerancia a la desecacion se define como la capacidad de secar

al equilibrio con el aire que es de moderada a extremadamente seco y posteriormente
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recuperar la funcibn normal después de la rehidratacion, se considera como un
mecanismo desarrollado para tolerar la sequia. La sequia suele estar asociada a calor o
frio, luego entonces la tolerancia a la desecacién podria no permitir a los organismos
sobrevivir a la sequia si son sensibles a las temperaturas extremas (Alpert, 2002;
Hoekstra, 2005).

Una importante diferencia funcional entre la desecacion completa y parcial es que la
desecacién completa parece siempre estar acompafada por el cese del metabolismo
medible, mientras que la desecacion parcial a menudo se centran en el estudio del

metabolismo de mantenimiento (Danks, 2000).

Por otro lado se sabe que el oxigeno es un compuesto vital para organismos aerobios,
pero en exceso, este compuesto puede tener efectos muy perjudiciales al formar
radicales libres siendo éstos uno de los principales causantes de dafio oxidativo durante
la desecacion. El estrés hidrico aumenta la formacion ROS que resulta en la
peroxidacion de lipidos, dafio a proteinas y acidos nucleicos con graves consecuencias
sobre el metabolismo general (Hansen et. al., 2006), incluso la oxidacion de proteinas

se ha propuesto como un factor causal en muchas enfermedades (Ames et. al., 1993).

Durante el secado, la activacion de los diferentes mecanismos de proteccion parece
actuar en diferentes etapas de la pérdida de agua. La estrategia de supervivencia
durante la deshidratacion temprana se considera que evita alteraciones de proteinas de
membrana y despliegue (Bewley, 1973; Crowe et. al., 1992). Existe una probabilidad de
gue no todas estas defensas se han activadas en todo momento; posiblemente los
organismos han desarrollado una combinacién definida de estos mecanismos cuando

estan en necesidad de proteccion (Franca et. al., 2007).

Los organismos aerdbios utilizan el oxigeno como aceptor de electrones; sin embargo,
durante la respiracion el oxigeno se puede reducir parcialmente formando ROS, tales
como los O2, H202 y el OH. Las investigaciones sugieren que las mitocondrias
convierten 1-2 % del oxigeno consumido en Oz (Boveris and Chance, 1973). Estas
especies pueden causar estrés celular significativo y dafios; el equilibrio entre la

produccion de ROS y defensas celulares determina el grado de estrés oxidativo.
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5.6.- Evolucion Adaptativa

Es un método para optimizar ciertas caracteristicas de las cepas bacterianas
empleadas en la industria (por ejemplo, tolerancia a ciertos inhibidores, la utilizacion de
sustratos, la temperatura de crecimiento) sin necesidad de conocimientos de cualquier
mecanismo genético subyacente, siempre que el rasgo deseado se puede acoplar con
el crecimiento. Es decir, implica simplemente la resistencia de una cepa microbiana, por
lo general de cientos de generaciones bajo la influencia de la presion selectiva
deseada. Las cepas mejoradas se obtienen mediante el aislamiento repetido o sub-

cultivo, caracterizacion y secuenciacion de estas cepas mutantes.

A pesar de la simplicidad de la evolucion adaptativa de laboratorio, hay muchos factores
gue interfieren en los resultados de experimentos de evolucion. Factores tales como el
tamafo de la poblacion, tasa de mutacion, la frecuencia de mutaciones beneficiosas
gue determinan la estructura de la poblacion durante la evolucién; pueden resultar en
estructuras de poblacidon complejos derivadas de la interferencia clonal, se genera un
efecto en el que los mutantes compiten dentro de una poblacion. Inclusive la pérdida de
linajes de la poblacion; depende del momento en el que los mutantes se aislan de la
poblacién. Por consiguiente si el objetivo final de la evolucién adaptativa radica en la
identificacion de la base genotipica de un rasgo en particular, entonces la pérdida de
linajes en una poblacion impone un limite en los mecanismos de adaptacion. La tasa de
mutacion se puede mejorar a través de mutagénesis de células al azar, aumentando asi
la diversidad genética de las poblaciones en evolucion de modo que la adaptacion
puede proceder mas rapidamente. Otras variables importantes incluyen la fuerza de la
presion selectiva, el tamafio de la poblacion, y la longitud del experimento, todos los

cuales, en combinacion, influyen en el resultado de la evolucion (Winkler et. al., 2013).
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6.- ANTECEDENTES

Desde el descubrimiento de los rizobios en 1886 (Hellriegel, 1886) y durante unos 120
afios, los inoculantes de Rhizobium se han producido comercialmente en todo el
mundo, principalmente en los paises desarrollados (Cartroux et. al., 2001; Deaker et.
al., 2004).

Los estudios realizados en la Unidn Soviética sugieren que los mejores resultados se
obtienen cuando la humedad del suelo es de 40% (Marrén, 1974; Cooper, 1959), por lo
que el contenido de humedad del suelo afecta a la colonizacion de la rizosfera de
plantas por las PGPR después de la inoculacion (Burr et. al., 1978).

Kloepper et al. (1980) encontraron que de cada cuatro cepas de Pseudomonas que
promovieron el crecimiento de rabano, so6lo uno era eficaz en la promocion del
crecimiento de la patata. También se ha observado que maximos incrementos en la
germinaciéon y el rendimiento a menudo se producen en los cultivos inoculados con
PGPR de cepas aisladas de la rizosfera de la misma planta (Fages and Arsac, 1991). A
pesar de extensos estudios sobre P. putida. KT2440, la respuesta de la planta a P.
putida. KT2440 y la colonizacion no se ha investigado todavia. En el estudio de
Planchamp et. al. (2015), las plantas de maiz fueron inoculadas con P. putida. KT2440
y la respuesta de la planta a esta interaccion rizobacteria-planta se investigo en los
niveles de transcripcion y metabolomica. Se encontré que P. putida. KT2440 provoco
una respuesta planta huésped que podria beneficiar a la colonizacion rizobacteriana,
ademas se encontrd un patron de colonizacion de las raices y se confirmo la eficacia de
P. putida. KT2440 para colonizar las raices de maiz var. Golden Jubilee y su fluctuacién

durante el crecimiento de las plantas antes de llegar a una colonizacién estable.

David Keilin introdujo por primera vez el anabiosis plazo (también conocido como
criptobiosis, “vida oculta”) para describir el estado inusual de la organizacion biolégica
donde las células dejan de metabolizar, pero se mantienen viables en un estado de

"animacién suspendida” (Clegg, 2001).
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En 1985, H. Sies propuso el concepto de «estrés oxidativo» como un desbalance, en el
gue hay un aumento de oxidantes o una disminucién de antioxidantes, en comparacion
con la situacion definida como normal (Sies H., 1985). El concepto esta inspirado en la
idea de estrés de H. Selye instalada para el sindrome general de adaptacion fisiolégica,
y en la idea de Gerschman que tanto la hiperoxia como la disminucion de antioxidantes

llevan a dafio tisular (Boveris A., 2005).

Aldsworth et. al. (1999) han propuesto incluso que las células bacterianas perciben
tensiones todas como un estrés oxidativo. La hipotesis de la respuesta de suicidio
propone que el crecimiento de las bacterias de crecimiento activo y que respiran
aerObicamente es detenido en respuesta al estrés, pero el metabolismo persiste por
algun tiempo. El desacoplamiento del crecimiento y el metabolismo genera radicales

libres que pueden resultar letal para la célula.

La evolucion adaptativa de laboratorio (ALE) como un enfoque cientifico es muy
importante para el andlisis de los fenomenos evolutivos en un entorno de laboratorio
controlado. Los principios en que se basan los experimentos de evolucion de
laboratorio, se remontan a los cientificos como Anton van Leeuwenhoek, Louis Pasteur,
Robert Koch y sobre todo Charles Darwin, con sus descubrimientos de los
microorganismos, la aceptacion general de la teoria de los gérmenes y la importancia
de los recursos naturales y la seleccion artificial de la evolucion biolégica y la cria
(Bennett et. al., 2009).

Durante ALE microbiana, un microorganismo se cultiva en condiciones claramente
definidas por periodos prolongados de tiempo, del orden de semanas a afos, lo que
permite la seleccion de fenotipos mejorados (Hardison, 2003). Permite cambios
fenotipicos a estar claramente asociados con un entorno de crecimiento determinado

gue conduce a la seleccién de rasgos (Schena et. al., 1995).

Estudios han sido enfocados para generar bacterias tolerantes a desecacién a través
de la adaptacién a otras sustancias, como es el caso de un trabajo hecho con la adicion
de trehalosa o sacarosa exdgena a las células que son sensibles al secado es posible

aumentar su capacidad de supervivencia (Leslie, 1995; de Castro, 2000); se ha
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observado que estos azlcares también entran en las células durante el enfriamiento. La
ingenieria de la sintesis de sacarosa en E. coli in vivo condujo a un aumento de 10
veces (Crowe et. al., 1992) en la supervivencia de las células ya sea después de la
desecacién o secado por congelacion y luego rehidratacién (Billi et. al., 2000).

La tolerancia a la desecacion se puede inducir en bacterias como Escherichia coli,
Pseudomonas putida y Bradyrhizobium japonicum mediante la adicion de trehalosa o
hidroxiectoina en el medio de cultivo (de Castro et. al., 2000; Tunnacliffe et. al., 2001;
Manzanera et. al., 2002, 2004, Streeter, 2003).

En 1954, Rebeca Gerschman trabajando en la Universidad de Rochester, publico en
Science un articulo imaginativo y trascendente “Oxygen poisoning and X-irradiation: a
mechanism in common”, la “teoria de Gerschman” como fue conocida en su momento
postulaba que: (a) los radicales libres del oxigeno son el mecanismo comun de las
toxicidades del oxigeno y de la radiacion; (b) un aumento en la presion parcial de
oxigeno o una disminucion de la defensa antioxidante llevan igualmente al dafio celular

y tisular; y (c) la toxicidad del oxigeno es un fenémeno continuo (Boveris, 2005).

El “dogma de Fridovich” (Fridovich, 1975) donde las enzimas SOD y catalasa
constituyen la defensa antioxidante principal de las células aerobias contra la toxicidad
del oxigeno. Las dos enzimas poseen un efecto sinérgico al eliminar al O2 y al H>O> de
los sistemas biologicos. EI mecanismo molecular por el cual ambos productos de la
reduccion parcial del oxigeno ejercen su toxicidad biologica se explicé (a) tomando
reacciones descritas por Fenton (1890) y Haber y Weiss (1934) donde el Oz y el H20O2
reducen y oxidan al hierro (Fe), omnipresente en los sistemas bioldgicos, con
generaciéon de radical OH’, como producto de la escision hemolitica del H202, y (b)
considerando la altisima reactividad quimica del OH  que hace una abstraccién de
hidrogeno, una oxidacion, en cualquier colision molecular con una biomolécula. Los tres
intermediarios de la reduccién parcial del oxigeno (O2, H20, y OH") pasaron a ser
denominados conjuntamente “ROS” a favor de efectos biologicos semejantes y
aunados por el camino quimico de Fenton/Haber-Weiss. El concepto de ROS se pierde
en la identificacibn quimica de las moléculas involucradas pero le imparti6 una
operatividad biologica, médica y clinica extraordinaria, la que favorecié el
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establecimiento del campo de la biologia de los radicales libres oxidativos. (Boveris,
2005).

Estudios recientes han demostrado que en Anabaena PCC 7120 cuando le es
adicionado a su medio de crecimiento NaCl, genera una respuesta de activacion de la
proteina KatG que a su vez desintoxica los niveles elevados de H20>; disminuyendo o
evitando dafios mediada por ROS causado por H>.O.. Demostrando la capacidad de un
compuesto sencillo (NaCl) para modular la resistencia global del estrés oxidativo
(Chakravarty et. al., 2015).

7.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La creciente demanda de alimentacion de la poblacion mundial ha promovido la
intensificacion de los sistemas agricolas. Para aumentar la productividad y rendimientos
de los cultivos se ha recurrido a uso excesivo e indiscriminado de fertilizantes y
pesticidas impactando negativamente los suelos, mantos acuiferos y el clima. La baja
productividad de las tierras de cultivo y los impredecibles cambios climaticos, han
propiciado la busqueda de estrategias agricolas sustentables como lo son el uso de
inoculantes microbianos a base de bacterias del tipo PGPR. La sequia sigue siendo uno
de los principales retos de la agricultura y del uso de bacterias benéficas, por lo que el
mejoramiento en el rendimiento de las plantas de cultivos con el uso de inoculantes con

PGPR dependera principalmente de la resistencia de dichas bacterias a la desecacion.

El propésito del proyecto pretende la obtencién y el desarrollo de un fenotipo tolerante a
desecacion de una bacteria promotora de crecimiento en plantas como Pseudomonas
putida KT2440 mediante la técnica de evolucion adaptativa, para estudiar sus

mecanismos de tolerancia.
8.- JUSTIFICACION

Las condiciones climaticas de diversas zonas de cultivo tienden a ser de temperaturas
muy elevadas y con poca humedad causando pérdidas en las propiedades de las
tierras de cultivo. El uso de inoculantes con bacterias tipo PGPR en estas zonas es

poco efectivo debido a la baja supervivencia de las bacterias ante la desecacion; por
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consiguiente es de gran importancia la elaboracion de inoculantes que si bien
promueven el crecimiento de las plantas, también sean capaces de mantener su

efectividad y resistir a factores de estrés como la desecacion.
9.- HIPOTESIS

Las vias de respuesta de un organismo al estrés se asocian con un aumento en la
actividad enzimatica y la mutagénesis, que constituyen un mecanismo avanzado para
elevar transitoriamente la tasa de supervivencia de una poblacion ante una situacion
adversa. Por consiguiente el estrés inducido por H>O2 y/o la exposicion continua a
desecacion aumentara directamente la capacidad de Pseudomonas putida KT2440 de
tolerar estrés oxidativo y como éste el principal factor de muerte celular durante la

desecacion, la bacteria también sera tolerante a la desecacion.
10.- OBJETIVOS

-Objetivo General

e Desarrollar un fenotipo de Pseudomonas putida KT2440 resistente a desecacion

a partir de la adaptacion a H202 y la propia desecacion.

-Objetivos Particulares

e Obtener una cepa de Pseudomonas putida KT2440 tolerante a desecacion a
través de la administracion creciente de concentraciones de H>O2 en el medio de
crecimiento.

e Realizar caracterizacion del fenotipo adaptado a H20o.

e Hacer curvas de crecimiento para comparar la P. putida KT2440 Wt y P. putida
KT2440 Ad.

e Obtener una cepa de Pseudomonas putida KT2440 tolerante a desecacion a
través de la exposicion constante a desecacion.

e Realizar caracterizaciéon del fenotipo adaptado a Desecacion.
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11.- MATERIALES Y METODOS

Preparacion de Medio de Cultivo Sélido

LURIA BERTANI 1000 ml
Peptona de Caseina 10 gr
NacCl 10 gr
Extracto de Levadura 59r
Agar Bacteriologico 16 gr

Adaptacion a H.O»

La bacteria de estudio que se emple6 fue Pseudomonas putida cepa KT2440 que fue
donada por el Dr. Jesus Mufioz Rojas del grupo de Ecologia Molecular Microbiana del
Instituto de Ciencias de la BUAP. La bacteria se inoculé en una placa Petri con medio
de cultivo soélido LB adicionado con el antibiotico Cm (100 mg/ml) para evitar la
contaminacion con otras bacterias, la placa se dejo en el cuarto de incubacién a una

temperatura de 30°C durante 24 horas para su crecimiento.

Para la generacion de tolerantes a H2O> se aplico la técnica de evolucion adaptativa de
laboratorio (ALE) que por sub-cultivo permite la generacion de cambios fenotipicos en
una poblacion de microorganismos, esta directamente relacionada con la seleccién de
rasgos que son determinados por el entorno de crecimiento (Schena et. al.,, 1995)
(Figural). Por lo tanto pasadas las 24 horas y en campana de flujo laminar se tomé una
muestra de células de la placa mediante un asa bacteriol6gica y se inocul6 en dos
matraces con un volumen de trabajo de 25 ml de medio de cultivo liquido LB y Cm (100
mg/ml); los matraces se rotularon como control y M1 este Ultimo se le agregd una
concentracion de 0.05mM de H2O-, los cultivos se dejaron en una incubadora orbital

durante 24 horas a una temperatura de 30°C y con agitacién continua rotatoria a 200
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rpm. El crecimiento de cultivos experimentales se monitore6 mediante la medicion de la
densidad optica (O.D.) a 600nm utilizando un espectrofotometro Buck Scientific (modelo
Vis 100).

[ [0.5 mM H204] ] [ [0.10 mM H203] ]

[ [10 mM H204] ]

P. putida
KT2440 25 ml LB

Figura 1. Técnica de Evolucion Adaptativa de Laboratorio (ALE).
Desecacion

Después del proceso de adaptacion de P. putida KT2440 a H2O> se llevé a cabo la
prueba de tolerancia a desecacion por un periodo de 33 dias, comparando la
supervivencia de P. putida KT2440 Wt y la Ad. Para ello se inocularon dos tubos falcon
de 50 ml conteniendo un volumen de 10 ml de medio LB y Cm (100 mg/ml) con la cepa
Wty la Ad. Se mantuvieron en una incubadora orbital durante 24 horas a 30 °C a una
velocidad de agitaciéon de 170 rpm. Pasadas las 24 horas se lavaron las células tres
veces, para ello se centrifugaron las muestras de cultivo durante 10 minutos a 14,000
rpm, se decanto6 el sobrenadante y se re-suspendieron las células en el mismo volumen

de agua destilada estéril.

Posteriormente se homogenizaron las muestras con un vortex, y se colocaron 500 ul de
cada suspensidon bacteriana en tubos eppendorf de 1.5 ml, a continuacién cada tubo
eppendorf se rotuld y se le colocé un tapon de algodon para permitir la entrada de aire y
evaporacion del agua, por ultimo se obtuvo el peso inicial de los tubos y se colocaron
dentro de una incubadora estufa de cultivo ECOSHEL (modelo 9082) a una temperatura

de 30°C y una humedad relativa del 50% (Figura 2); el experimento se repitid usando
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una camara de crecimiento de plantas (modelo WGC-1000) controlando la humedad en
50% y temperatura en 30 °C. La cuantificacion y registro del nUmero de células durante
todo el proceso de desecacion se realizaron los dias 0, 6, 9, 12, 15, 18, 21, 24, 27, 33.
Se hicieron cinco repeticiones de cada tiempo monitoreado. Después de 5 dias, el agua
de cada tubo se habia evaporado totalmente, para poder cuantificar el nimero de
bacterias las células se re-suspendieron con el volumen inicial de agua destilada estéril
permitiendo su rehidratacién durante aproximadamente veinte minutos. Después de
rehidratar, la cantidad de UFC/ml se determindé sembrando las bacterias en placas con
medio de cultivo LB complementado con Cm y se emplearon dos técnicas para el

monitoreo de colonias: la técnica de Goteo por Sellado en Placa Masivo (Corral-Lugo et
al., 2012) y de Extendido en placa (Spread plate) (Cormier and Janes, 2014). Después

de incubar las placas por 24 horas se contaron las colonias y se calculé la BSR. Los

datos se analizaron y graficaron a traves del programa de computacion Excel.

U8

P. putida 50 ml LB 30 ml LB O.D. 600 nm

V=g - - Vit

500 pl muestra

Figura 2. Disefio experimental para evaluar y comparar la supervivencia de P. putida
KT2440 Wty Ad.

- = 5 |

Adaptacion de P. putida KT2440 a Desecacion

P. putida KT2440 Wt fue sometida a desecacion por nueve dias, después de ello las

bacterias se re-suspendieron en agua por 30 min y se sembraron en placas Petri. A
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partir de las poblaciones bacterianas del dia 9, mediante un asa bacteriologica se
tomaron las colonias, se suspendieron en 10 ml de medio LB y se incub6é a 30°C
durante 24 h con agitacion continua a 200 rpm. Pasadas las 24 horas se hizo un lavado
de las bacterias, se re-suspendieron en agua destilada estéril y se sometieron a un
nuevo ciclo de desecacion por 9 dias. El proceso se repitid hasta obtener un fenotipo
resistente a desecacion (Figura 3). La cuantificacidén y registro del nimero de colonias
durante el proceso de desecacion se realizaron los dias 0, 3, 6, 9, posteriormente
aumentando el monitoreo hasta el dia 18; con tres repeticiones por cada monitoreo
(Mufioz Arenas et. al., 2006).

-5- c,_UUUU_ e

P. put/da KT2440 500u! muestra
0.D.600nm

Placa dia 9

500pl muestra lavada
Figura 3. Procedimiento de adaptacion a desecacion de Pseudomonas putida KT2440.

El analisis de las tasas de supervivencia, se realizé con el programa Excel a través de

la siguiente formula de BSR:

o[ 4155 0o}
D. D. (Después de Desecacion). m
(Desp ) BSR= X 100
A. D. (Antes de Desecacion).
Log [ UFc A.D.]
ml
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Curva de Crecimiento

Para llevar a cabo la curva de crecimiento de la P. putida KT2440 Wt y la Ad,
previamente al experimento, se hicieron pre inéculos en tubos falcon con 10 ml de LB y
10 pl de Cm que se incubaron durante 24 horas a 30 °C y agitacion de 200 rpm;
pasadas las 24 horas se midi6 la densidad Optica del pre inéculo, se ajustd a 0.1
0O.D.soonm Y Se coloco en 2 matraces con 100 ml de LB estéril adicionados con 100 pl

Cm para la Wty 2 matraces para la Ad.

Después de inocular los matraces se midio la densidad éptica del tiempo cero y se
repitié las mediciones cada hora hasta las 11 horas (Figura 4). Para el registro de la
curva de crecimiento se utilizaron placas Petri con medio LB adicionado con Cm, se
emplearon dos técnicas Goteo por Sellado en Placa Masivo y Extendido en Placa el

monitoreo se realizo las primeras 4 horas posteriormente se hizo cada 2 horas.

Luego de haber hecho la curva de crecimiento en LB sin ningun estresor se realizé una
curva de crecimiento en el que al medio de cultivo le fue agregado 10 mM de H>O3; se
llevé a cabo la misma metodologia que la curva de crecimiento anterior. Las placas de
LB con los dos experimentos se rotularon y se dejaron en el cuarto de incubacion
durante 24 horas a 30°C, los datos obtenidos de las UFC/ml se analizaron y graficaron

a través del programa Excel.

O.D.600Nnm

P. putida 50mI LB
KT2440

Figura 4. Método del experimento de Curva de Crecimiento.
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12.- Resultados

Adaptacion a H-0»

El proceso de adaptacion de P. putida KT2440 a H>O> se realizé en un periodo de 6
meses. Se observo que el aumento en las concentraciones de H>O2 en cada ciclo de
adaptacion debe ser minimo de lo contrario puede repercutir en el crecimiento de la
poblacion. No obstante después de sub-cultivar diariamente durante 6 meses se logré
llegar a la concentracion de 10 mM y la poblacion no se vio afectada y crecio en esas
condiciones, por lo que se puede decir que la metodologia aplicada para la adaptacién
de esta bacteria fue efectiva e inclusive el éxito del experimento se corroboro

sometiendo la Ad a desecacion y comparada con la Wt (Figura 5).

; W s

0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48 52 56 60 64 68 72 76 80 84 88 92 96 100104
Tiempo (dias)

—9=—0.D. =@=[H202] mM

Figura 5. Adaptacion de P. putida KT2440 a H.O,, donde se observa el aumento
constante de la concentracion simultdneamente con la variacion de los valores de

densidad 6ptica del cultivo.
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Experimento de Desecacién

Durante el experimento hecho en la camara de cultivo vegetal, donde se comparoé la
supervivencia de P. putida KT2440 Wt y P. putida KT2440 Ad a 10mM de H20: tuvo
como resultado la presencia de UFC de las dos muestras hasta el ultimo dia del
experimento; no obstante la Ad mostr6 en todo momento una tasa de supervivencia

mayor a la Wt (Figura 6).

m Wt
i uAd
0 6 12 15 18 21 27 33

Tiempo (dias)

120

100

UFC/ml
@ 0
1S) 1)

D
o

2

o

o

Figura 6. Supervivencia a desecacion de P. putida KT2440 Wt y Ad en la camara de
crecimiento de plantas. Se observa la resistencia de la Ad y la constante disminucién de
UFC de la Wt.

El experimento de desecacion realizado en una incubadora estatica, en el cual se
comparo la supervivencia de P. putida KT2440 Wt y Ad a 10 mM de H20; se obtuvo
como resultado una mayor supervivencia de la Ad. A los 31 dias de desecacion, la Ad

mostré una UFC/ml muy por encima de la Wt (Figura 7).
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Figura 7. Supervivencia a desecacion de P. putida KT2440 Wt y Ad en la incubadora

estatica.

Sin embargo cuando no se tienen controlados los factores de humedad y temperatura
durante el experimento, puede influir en la supervivencia de las dos cepas y los

resultados pueden variar (Anexo 3).

Los datos de supervivencia obtenidos fueron calculados contando UFC con el método
de Extendido en Placa (Spread Plate) que en comparacion con el método de Sellado en
Placa Masivo, permiti6 una mejor distribucion, observacion y por lo tanto conteo de
UFC. Como se observa en la Figura 8 el conteo fue posible a la dilucién -5 teniendo
como resultado en el extendido en placa 5.5 x 108 UFC/ml y en el sellado en placa 3.5 x
107 UCF/ml.
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Figura 8. Comparacion de las dos técnicas de monitoreo de un cultivo de 24 horas de

crecimiento, A) Técnica Extendido en Placa B) Técnica Sellado en Placa donde el

conteo de UFC se hizo a la dilucién -5.

En las figuras 9 y 10 se muestra el crecimiento de la cepa silvestre y adaptada a

peréxido de hidrégeno desde el dia 0 hasta el dia 33; al inicio del experimento cuando

se contaron las unidades formadoras de colonias la Wt tuvo un mayor numero de

bacterias que la Ad. Al final del experimento y al hacer el conteo de UFC la Ad tuvo un

mayor numero de colonias que la WT, demostrando tener mayor resistencia a la

desecacion permitiéndole sobrevivir al estrés.

Ad

Wt

DIEES

0

4.7 x 108 UFC/ml

5.2 x 10° UFC/ml

33

5.2 x 10° UFC/ml

1.8 x 103 UFC/ml

Figura 9. Comparacién de UFC/ml del experimento de desecacion del dia 0 y el dia 33,

en el cual la P. putida KT2440 Ad demostré resistencia a la desecacion.
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Figura 10. Experimento de desecacién, A) P. putida KT2440 Ad del dia O el conteo de
UFC se hizo a la dilucion -6, B) P. putida KT2440 Wt dia O el conteo de UFC se hizo a
la dilucién -6, C) P. putida KT2440 Ad del dia 33 el conteo de UFC se hizo a la dilucién -
2, D) P. putida KT2440 Wt dia 33 el conteo de UFC se hizo a la dilucion -0.

Para corroborar que la bacteria que se adapto a H202 continuo siendo P. putida KT2440
y no se traté de otra bacteria resultado de una contaminacion; se realizé un perfil de
restriccion mediante el kit “Wizard® Genomic DNA Putification” (PROMEGA), donde se
amplificé el 16S y se hizo la restriccion con la enzima Hhal; efectivamente se observa
gue la Ad tiene el mismo patrén de bandas que la WT tomada a partir de un glicerol
(Anexo 6).
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Curva de Crecimiento

El comportamiento de las poblaciones de P. putida KT2440 Ad y Wt en la evaluacion de
crecimiento en medio LB sin H202, se pudo observar que durante las primeras cuatro
horas el crecimiento de las dos poblaciones no demuestra alguna diferencia; posterior a
esas cuatro primeras horas la Ad tiene un crecimiento mas acelerado que la Wt. Al
contar las UFC al final del experimento en la Ad se registré un valor de 1.7 x 10°
UFC/ml, por otro lado la Wt tuvo como resultado 1.3 x 10° UFC/ml (Figura 11).

LB

1.8E+09
1.6E+09
1.4E+09
1.2E+09
1E+09
800000000 Wt
600000000 ——Ad
400000000
200000000

0
0 2 4 6 8 10 12

Tiempo (horas)

FC/ml

)

Figura 11. El crecimiento de la P. putida KT2440 Ad durante las primeras cuatro horas
es similar a la P. putida KT2440 Wt, pasando la cuarta hora la diferencia en la velocidad

del crecimiento comienza a ser evidente en las dos poblaciones.

También se realizé una curva de crecimiento afiadiendo al medio LB una concentracion
del0 mM de H202, con el objetivo de comparar el comportamiento tanto de P. putida
KT2440 Wt como de P. putida KT2440 Ad durante un periodo de 12 horas. A diferencia
de la curva donde el medio LB no tenia ningun estresor la similitud en el crecimiento
solo se percibe en las primeras tres horas, las siguientes horas es evidente la
divergencia de las dos poblaciones; al contar las UFC la Ad tuvo 13.5 x 10 UFC/ml al

contrario de la Wt que tuvo 4.3 x 107 UFC/ml.
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Durante las primeras 10 horas no se observé diferencia; sin embargo pasadas esas
horas la Ad continua con su crecimiento, es posible argumentar que la Ad durante sus
primeras horas en exposicion con el estresor hace un ajuste en el mecanismo de su
metabolismo para resistir y sobrevivir lo que no posible ese comportamiento con la Wty
se obtiene como resultado la muerte de la poblacion.

LB + 10 mM H,0,

160000000
140000000
120000000
100000000

80000000

UFC/ml

===\t
60000000

—@— Ad
40000000

20000000

0
0 1 2 3 4 6 8 10 12

Tiempo (horas)

Figura 12. Se demuestra el crecimiento de P. putida KT2440 Wt como de P. putida
KT2440 Ad en un medio de cultivo con un estresor como es el HxO, durante las
primeras 8 horas del experimento pareciera que la reaccion de la Ad es la inminente
muerte de la poblacion como ocurre con la Wt cuando es expuesta a esas

concentraciones.

Adaptacion a Desecacion

Los resultados de la adaptacion a desecacién demostraron la resistencia de P. putida
KT2440 al estresor superando los 9 dias como se habia establecido en experimentos
anteriores, se comprob6 que inclusive al hacer el monitoreo a los 40 dias de estar
expuesta a desecacion hubo presencia de UFC en la placa de LB con una BSR de 44.8
(Figura 13).
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Figura 13. En la grafica se observa el comportamiento de la P. putida KT2440 los dias

9 de su adaptacion a desecacion.

Se compardé la tasa de supervivencia de la P. putida KT2440 WtD con la P. putida
KT2440 Wt por un periodo de 33 dias, el resultado al igual que como sucedi6 con la Ad
fue la resistencia al estresor; por lo que le permitié sobrevivir por mas dias con una UFC
mayor que la silvestre (Figura 14).
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Figura 14. Supervivencia a desecacion de P. putida KT2440 Wt y WtD, donde se
observa la resistencia de la WtD durante 33 dias y la constante disminucion de UFC de
la Wt.

32



En las figuras 15 y 16 se observan los resultados de someter a desecacion durante un
periodo de 33 dias a la P. putida KT2440 Wt y WtD, en el cual la supervivencia de la
adaptada a desecacion y teniendo una UFC/ml al final del experimento mayor que la
W1, demuestra que las rondas de desecacion a las que fue sometida fueron suficientes

como para hacerla resistente a esta prueba.

Dias WitD Wi

0 1.6 x 108 UFC/m 1.1 x 10° UFC/ml
33 4.9 x 10* UFC/m 4.9 x 103 UFC/ml

Figura 15.Comparacion de UFC/ml del experimento de desecacion del dia 0 y el dia 33,

en el cual la P. putida WtD demostro resistencia al estresor.
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Figura 16. Experimento de desecacion, A) P. putida KT2440 WtD del dia O el conteo de
UFC se hizo a la dilucion -5, B) P. putida KT2440 Wt dia O el conteo de UFC se hizo a
la dilucién -6, C) P. putida KT2440 WtD del dia 33 el conteo de UFC se hizo a la
dilucion -1, D) P. putida KT2440 Wt dia 33 el conteo de UFC se hizo a la dilucion -1.
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13.- Discusién

El objetivo principal del estudio de generar bacterias resistentes a desecacion a partir
de adaptaciones a concentraciones de H202 y a la misma desecacion resultd ser
efectiva, lo que demuestra que a pesar de ser un procedimiento tardado y laborioso

permitieron cumplir con los objetivos.

Los resultados de supervivencia de P. putida KT2440 cuando se expone a
concentraciones altas de H>O2 puede derivar tanto en la muerte de la poblacién si se
excede los niveles de tolerancia o en la adaptacién si no se rebasan; lo anterior nos
permitio conocer y controlar las concentraciones que se consideraban como toxicas;
dejando a las bacterias adaptarse y generar una respuesta efectiva al estrés. Sin
embargo cuando se hicieron las pruebas de supervivencia a desecacion se hizo
evidente y primordial que el factor tiempo influiria sobremanera en los resultados; es
decir, de haber continuado con las adaptaciones y llegar a una concentracion mayor a
10 mM los resultados en el conteo de UFC/ml en comparaciéon con la P. putida KT2440

W1t hubiera sido mas notable.

No obstante, se demuestra que aunque el periodo de tiempo en el que estuvo sometida
la P. putida KT2440 fue de 6 meses, fue suficiente para resistir largos periodos de
tiempo en desecacion teniendo en cuenta los experimentos de desecacion hechos en
P. putida KT2440 por Mufioz et. al., (2006); con lo que se puede argumentar que si se
toma en cuenta la descripcion de la P. putida KT2440 y su versatilidad para vivir en
diversos ambientes, la respuesta para descifrar los mecanismos de tolerancia a la
desecacion pudieran estar ligados a una modificacion de la membrana hasta una

modificacién en la produccion de enzimas vinculadas a las defensas antioxidantes.

En los resultados de los experimentos hechos con P. putida KT2440 Wt y Ad, cuando
se realizd la curva de crecimiento en medio LB y LB+H>0O> permiti6 observar que la
adaptacién no solo le generd resistencia a desecacion sino que también tuvo un

impacto en la velocidad de crecimiento de la poblacion Ad en comparacion con la Wt.
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Por otro lado la adaptacion de P. putida KT2440 a rondas de desecacion se obtuvo un
resultado satisfactorio, al hacer la prueba de supervivencia a desecacién y observar su
resistencia en comparacion de P. putida KT2440 Wt de otros experimentos; que si bien
la diferencia de UFC entre la WtD y la Wt no es mucha como lo fue con la Ad, si
sobrevivié mas de lo esperado. Aunque si se sugiere que como la Ad el tiempo al que
esta expuesto al estresor es determinante para desarrollar mecanismos de resistencia y

por consiguiente superar los estdndares de una prueba de desecacion.
14.- Conclusién

La generacion de bacterias P. putida KT2440 Ad mediante la técnica de adaptacion
evolutiva de laboratorio (ALE) confirmG mejorar significativamente la supervivencia a
desecacion en comparacion P. putida KT2440 Wt cuando se somete a la misma
prueba. Inclusive fue posible demostrar que la adaptacion al estresor tuvo una
influencia en su velocidad de crecimiento y el dafio a membrana. En cuanto a la P.
putida KT2440 WtD demostrd, que si bien es un proceso lento y tardado los efectos y

resultados en la resistencia al estresor son eficientes.
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16.- ANEXOS

Experimentos de desecacion en estufa de cultivo.
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Anexo 1. Primer experimento de desecacion donde se compara la supervivencia de P.
putida KT2440 WT y Ad a 4.6 mM de H20».
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Anexo 2. Segundo experimento de desecacion donde se aumenté la concentracion del
H202 a 5.7 mM para la adaptacion de P. putida KT2440.
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Anexo 3. En la gréfica se percibe la variacién de la tasa de supervivencia P. putida
KT2440 Wty Ad, en una prueba de desecacion cuando no se controlan los factores de

humedad y temperatura.
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Anexo 4. La resistencia a desecacion de la P. putida KT2440 Ad a 10mM de H20:; es
evidente la diferencia de la P. putida KT2440 Wt.
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DESARROLLO DE TOLERANCIA A DESECACION EN CEPAS DE
Pseudomonas putida KT2440

Marisol Vazquez- Quiroz?, Lesther Lopez-Cruz?, Jests Mufioz-Rojas?, Antonino Baez?,
) 1Benemérita Universidad Auténoma de Puebla

n y objetivo
PGPR han sido utilizadas para el
¢ de los llamados inoculantes
crobianos. Sin embargo la eficiencia de estos
igoeulantes es afectada al disminuir la

supervivencia de las bacterias por diversos :

. factores ambientales, entre ellos la escases de
agua, que conlleva a la desecacion. La
deshidratacion es conocida por causar dafio severo
inismos a nivel de membrana asi como de
einas[1,2], ademas de promover el

ito de especies reactivas de oxigeno

El presente trabajo tiene como objetivo
tolerancia a los procesos de desecacion

eria Pseudomonas putida KT2440 para

iere resistencia a estrés salino y
una cepa adaptada crecida bajo

,. Las tres cepas fueron evaluadas
cionaria de crecimiento, Se midieron
rante el periodo de desecacion y se
BSR (Bacteria Survival Ratio), se

B P.putido KT2440
wr]

B P.putide KT2440
[XvPeri &3]

B P.putide KT2440

*“Dia6  Dial2 Dia18

% Inhibition

Actividad de SOD en Pseudomonas putida KT2440

HKT2440[WT]

__ WKT2440 [XvPert 63]

L M KT2440 [Ad]

Dia 6 Dia1l2 Dia18

espués dela desecacion
XvPer 6a KT2440 dia 0

| wrkizasodiais | XvPer6aKi2ss0diais |

Conclusiones

La cepa modificada XvPer mostré una mayor
tolerancia a la desecacion que la silvestre vy
adaptada a H,0,. Los estudios realizados
sugieren que en la cepa XvPerl 6a tiene una
mayor capacidad de dismutar el superoxido,
consecuentemente sufre un menor dafio en la
membrana durante la desecacion. La cepa
adaptada bajo estrés oxidativo, muestra mayor
actividad antioxidante al 6 dia de desecacion, sin
embargo la adaptacion previa no le proporciona
mayor tolerancia a desecacion respecto a la cepa
silvestre.
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Anexo 5. Cartel presentado en el Simposio de Modelos Microbianos de Importancia
para la Salud, Investigacion Basica y Biotecnologia; donde se exponen la comparacion
de la supervivencia a desecacion de P. putida KT2440 Wt, P. putida KT2440 Ad y P.

putida KT2440 modificada genéticamente.

Anexo 6. Carril 1: Marcador molecular, Carril 2: P. putida KT2440 Ad, Carriles 3 y 4:
controles, Carriles 5y 6 P. putida KT2440 Wt.

A P. putida KT2440 silvestre dia 0 P. putida KT2440 adaptada dia 0 B

P. putida KT2440 silvestre dia 18 P. putida KT2440 adaptada dia 18

Anexo 7. Microscopia de fluorescencia hecho a P. putida KT2440 Wt y Ad durante una
prueba de desecacion, donde A) y B) P. putida KT2440 Wty Ad en el dia 0 se observan

un gran numero de células de coloracion verde lo que demuestra que no existe dafio a
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la membrana, 18 dias de la prueba C) P. putida KT2440 Wt casi no es posible observar
células de color verde y si un gran numero de células de coloracion roja lo que
demuestra que la prueba ha generado un dafio a la membrana; por otro lado D) P.
putida KT2440 Ad que aunque si se observan células de coloracion roja indicando el
dafio a membrana también es posible observar células de coloracién verde, indicando
asi que si bien la desecaciéon ha dafiado la membrana no ha sido tan drastico como se

observa con la silvestre.
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