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Resumen

P. putida KT2440 es una bacteria capaz de mineralizar compuestos organicos complejos
asi como de promover el crecimiento del maiz criollo. Gracias a la excelente colonizacién
de esta bacteria en las raices de diversas plantas, se propone como una buena alternativa
para la rizorremediacion de compuestos xenobioticos y la promocion del crecimiento en
plantas, no obstante, algunos estudios han mostrado que esta cepa es altamente sensible
a la desecacion.

El objetivo del presente estudio fue explorar la habilidad de una bacteria tolerante a la
desecacion (Klebsiella variicola T29A2) para proteger a una bacteria sensible (P. putida
KT2440), ademas de explorar el posible mecanismo por el cual ocurre dicha proteccién. Se
avaluo la supervivencia a la desecacion de K. variicola y P. putida cuando cointeraccionan
antes y durante el estrés. De acuerdo con los resultados, la cointeraccion de K. variicola
con P. putida KT2440 antes del estrés ayuda a mejorar la supervivencia de P. putida

significativamente respecto a su supervivencia cuando se somete al estrés por si sola.

Por otro lado, se evalué la supervivencia a la desecacion de 600 mutantes de K. variicola
(miniTn5-km) en cointeraccion con P. putida KT2440. Se encontraron tres mutantes que
dejaron de proteger a P. putida de la desecacion. Los genes de estas mutantes se
identificaron mediante la metodologia de PCRs arbitrarias y secuenciacion. La comparacion
de las secuencias en la base de datos publica NCBI mostr6 que corresponden a genes que
codifican para proteinas hipotéticas de K. pneumoniae involucradas en la regulacion
transcripcional de elementos de respuesta a xenobioticos que involucran ROS y una serina-

O-acetiltransferasa involucrada en la sintesis de cisteina en la célula.

Algunos antioxidantes como el glutation, tienen un residuo de cisteina como nucleo activo
donde reaccionan con especies reactivas de oxigeno (ROS) en el interior celular. El
glutation es exportado activamente para regular sus concentraciones téxicas dentro de la
célula. El andlisis de los genomas de ambas bacterias mostré que K. variicola tiene tanto
sistemas de exportacién como de importacién de glutation, mientras que P. putida solo tiene
sistemas de importacion para pequefios péptidos cuya funcién para el transporte de

glutatién aun no ha sido reportada.

Este estudio mostrdé que la interaccion antes del estrés entre bacterias resistentes a la

desecacion y bacterias sensibles, mejora la supervivencia de las bacterias sensibles. Por



otro lado se propone que el mecanismo por el cual P. putida KT2440 se protege del dafio
por desecacion, podria implicar la incorporacion de solutos que son sintetizados vy
exportados por K. variicola durante el crecimiento en cointeraccion con P. putida para

contender contra el estrés oxidativo que implica la desecacion extrema.

xi



I. Introduccioén
|.1 Bacterias Benéficas

De la gran diversidad de microorganismos que participan en los procesos quimicos y
biol6gicos que sustentan la vida en la tierra, las bacterias han sido ampliamente estudiadas
ya que una gran parte de estas poseen propiedades benéficas. Las bacterias benéficas
presentan diversas actividades metabdlicas que les permiten llevar a cabo su funcion
benéfica en una amplia variedad de campos como la biorremediacion, biomedicina,
agricultura, ecologia y biotecnologia (Bloemberg & Lugtenberg, 2001; Broadbent et al.,
2003; Ramos et al., 2005).

Una de las propiedades benéficas mas estudiadas en las bacterias es la promocién del
crecimiento en plantas. Las rizobacterias promotoras del crecimiento en plantas (PGPR por
sus siglas en inglés), ejercen su efecto mediante diversos mecanismos que incluyen la
fijacion biologica de nitrégeno (FNB), el aumento de la disponibilidad de nutrientes en la
rizosfera, la influencia positiva en la morfologia y tamafio de las raices de la planta, el control
biolégico y la potenciacion de otras simbiosis benéficas planta-microorganismo (Lugtenberg
& Kamilova, 2009).

Las bacterias PGPR tienen un gran potencial en la agricultura ya que pueden incrementar
la produccién de los cultivos y aumentar la proteccién de las plantas contra distintas
presiones ambientales que incluyen heladas, salinidad, sequia y estrés por la presencia de
contaminantes xenobioticos (Vilchez & Manzanera, 2011). Hoy en dia la aplicacién directa
de las propiedades benéficas de este tipo de bacterias se realiza a través de inoculantes
(biofertilizantes) con la finalidad de reducir el uso de fertilizantes quimicos y plaguicidas que

contaminan el ambiente (Bashan, 1998; Bloemberg & Lugtenberg, 2001).

Un inoculante se define como una formulacibn que contiene una 0 mas especies
bacterianas benéficas en un material acarreador econémico y facil de usar, la funcién
principal del acarreador es la de transportar de forma viable a las bacterias de interés, desde
la industria hasta los campos de cultivo, donde se llevardn a cabo los efectos benéficos de
cada bacteria, por ejemplo, la promocion del crecimiento de las plantas inoculadas (Bashan,
1998).

La eleccion de las cepas que integren un inoculante debe realizarse con base a distintos

criterios que determinan su éxito en el campo:



1) En primer lugar, las cepas que integren el inoculante deben ser competitivas en el
ambiente donde serd aplicado, ya que su supervivencia depende de la adaptabilidad de
estas al nuevo ambiente, para ello, algunas bacterias han desarrollado diversas estrategias
como la mejora en sus sistemas de quimiotaxis (De Weert et al., 2002; Mufioz-Aguilar et
al., 1988) o elaborando compuestos antimicrobianos que inhiben el crecimiento de otros
microorganismos en el suelo (Riley & Wertz, 2002).

2) Aunado a lo anterior, las bacterias usadas en el inoculante deben ser buenas promotoras
del crecimiento en plantas, lo cual se conoce gracias a estudios previos de colonizacion,
adherencia a raices y los mecanismos con los que promueven el crecimiento tales como la
fitoestimulacién, produccion de sustancias de biocontrol, fijacion bioldgica de nitrégeno o
induccién de la resistencia sistémica de la planta (Bloemberg & Lugtenberg, 2001).

3) Por otro lado, las bacterias inoculadas deben ser capaces de colonizar la planta sin

causar dafo.

4) Finalmente, para un mejor efecto en la supervivencia de la bacteria y su habilidad
promotora del crecimiento en las plantas, las bacterias deberan soportar periodos largos de
desecacion para interaccionar con las plantas en momentos oportunos de hidrataciéon
(Mufoz-Arenas, 2011).

Algunos estudios se han centrado en encontrar formas de hacer tolerantes a la desecacion
a diversas plantas de interés agricola mediante la manipulacién genética, ingresando genes
a las plantas cuyos productos enfrentan directa o indirectamente el estrés ambiental, como
osmoprotectores, agentes contra especies reactivas de oxigeno y proteinas inducidas por
el estrés (Cushman & Bohnert, 2000; Swamy & Kumar, 2013; Li et al., 2012). Recientemente
se observé que bacterias recombinantes que expresan genes de resurreccion, son mas
tolerantes a desecacion y salinidad, pero ademas son capaces de incrementar la tolerancia
a las plantas con las que cointeraccionan bajo condiciones adversas de salinidad (Mufioz-
Rojas & Ramos, 2009).

No obstante, debido a la polémica actual sobre el uso de organismos modificados y la
contaminacién de los mantos freaticos por nitrégeno derivado de las practicas agricolas, el
uso de bacterias PGPR, es considerado una buena practica biotecnolégica ya que favorece
el desarrollo de los cultivos, beneficia al productor disminuyendo costos destinados a

fertilizantes quimicos y pesticidas, y se ha descrito como ambientalmente segura y



econdmica (Castellanos et al., 2000; Aguirre-Medina, 2006; Hernandez-Flores et al., 2011;
Turrent-Fernandez, 2008).

|.2 Estrés por desecacidn

Uno de los mayores problemas que enfrenta la agricultura, principalmente en regiones
aridas y semiaridas, es la escasez de agua de riego y la degradacion del suelo debido a la
desecacion y salinidad (Rueda-Puente et al., 2011; Vriezen et al., 2007). El estrés por
desecacion asi como por cualquier parametro ambiental adverso limita el crecimiento de

las plantas y la productividad (Boyer, 1982).

Debido a lo anterior, se han realizado diversos estudios de las respuestas a este estrés en
plantas (Claeys et al., 2014; Leprince & Buitink, 2010), y dado que la inoculacién de
microorganismos benéficos se ha contemplado como una buena alternativa en la mejora
del crecimiento y rendimiento de las plantas, también se han hecho estudios en busca de
microorganismos tolerantes a las condiciones de desecacion y salinidad caracteristicas de
las zonas aridas. Estos microorganismos sobreviven a periodos largos de sequia y ejercen
un mejor efecto benéfico en la planta cuando ocurre la rehidratacion (Escribano-Antemate,
et al., 2007, Hernandez-Flores, et al., 2011; Groppa et al., 2012).

La propiedad de cualquiera de los microorganismos inoculados en el campo, puede ser
afectada por diversos factores bioticos y abidticos (Bloemberg & Lugtenberg, 2001), como
la variacién en la temperatura, la disponibilidad de nutrientes, asi como la presencia de
moléculas toxicas que interrumpen las condiciones 6ptimas de vida (Ramos et al., 2001),
no obstante, el contenido de agua en el suelo es uno de los factores mas limitantes de la
actividad microbiana y tiene un efecto importante en la viabilidad de las células (Uhlivora et
al., 2005).

La desecacion, es un fendbmeno que consiste en la pérdida de agua intracelular hasta
alcanzar el equilibrio con el agua presente en el ambiente; una definicién cuantitativa de la
desecacion extrema es la pérdida de agua hasta alcanzar el 10% del contenido de agua en
una célula, es decir, 0.1 g de agua por cada gramo de masa seca; esta condicién se alcanza
con la exposicion a temperaturas mayores de 28°C y 50% de humedad relativa en el aire,
y se considera el punto en el cual el agua no es suficiente para rodear las macromoléculas

en el interior celular por lo que las reacciones enzimaticas no se llevan a cabo, es decir, el

3



metabolismo se detiene por completo (Alpert, 2005; Potts, 1994).

El concepto de la desecacion es muy diferente al de sequia, con el cual comunmente se
confunde. Alpert (2005) menciona que la sequia se refiere a la baja disponibilidad de agua
en el ambiente de un organismo, mientras que, el término desecacion se usa refiriéndose
al bajo contenido de agua en sus células, por lo que muchos organismos pueden tolerar la
sequia, a través de mecanismos de almacenamiento de agua como los cactus del desierto,

sin embargo, mueren si son sometidos a desecacion (Alpert, 2005).

Existe una relacion muy cercana entre la tolerancia al estrés por desecacién y la tolerancia
a otros tipos de estrés, ya que los dafios por desecacién, son comparables con los dafios
causados por radiaciones ionizantes, por estrés hiperosmético o por estrés oxidativo
causado por la aparicion de especies reactivas de oxigeno (ROS) durante el proceso
(Fredrickson et al., 2008; Vriezen et al., 2007).

|.3 Dafos por desecacidn

Los dafios que provoca el estrés por desecacion van desde cambios morfologicos en la

célula, hasta modificaciones irreversibles a nivel molecular.

Algunos cambios morfolégicos incluyen el encogimiento y variacién en la textura, formay
color por la oxidacién de pigmentos, asimismo, se presentan alteraciones en el volumen de
los compartimentos celulares, contracciones en las capas externas y cambios en la tension
superficial (Leslie et al., 1995; Potts et al., 2005).

Los dafios letales en un organismo por la desecacion son los dafios a nivel de proteinas y
acidos nucleicos. Durante la desecacion algunas moléculas pierden su conformacion
original y no vuelven a ser funcionales para la célula alin después de la rehidratacion (Potts,
1994). Las células bacterianas acumulan el dafio en el ADN y en casos extremos de

exposicion, la doble cadena de ADN se rompe (Fredrickson et al., 2008).

Otra consecuencia del estrés por desecacion es la pérdida de fluidez de la membrana
celular ocasionada por el aumento de acidos grasos trans durante el proceso (Kieft et al.,
1994; Halverson & Firestone, 2000), a este efecto se le conoce como transicion a la fase
de gel y ocurre a temperaturas a las cuales normalmente la membrana estaria en fase

liquida cristalina si estuviera totalmente hidratada (Van de Mortel & Halverson, 2004), en
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este cambio la membrana puede fisionarse y ser inhabil para sustentar la vida celular (Potts,
1994).

Como consecuencia de la pérdida excesiva de agua, la concentracidbn de solutos
intracelular aumenta rapidamente, de manera que durante la desecacién la célula también
se ve sometida a un estrés hiperosmaético (Vriezen et al., 2007). Algunos estudios muestran
gue el incremento de NaCl en la célula puede inhibir la maquinaria de division celular, la
sintesis de proteinas y la replicacién del ADN (Ferjani et al., 2003), asi como inducir cambios

a nivel transcripcional y afectar la estructura de la pared celular (Liu et al., 2005).

Por otro lado, el andlisis de las células desecadas de algunas cianobacterias mostré que
contienen grandes cantidades de radicales libres (Potts, 1999), lo cual sugiere que durante
el proceso de desecacioén, la célula también enfrenta dafios por estrés oxidativo debido a la
acumulacién de ROS en el interior celular como superoxido (O2), perdxido (H20-) y radicales
hidroxilo (OH") (Potts, 1994).

El dafio por estrés oxidativo se manifiesta con la alteracion de la estructura de las proteinas
y la peroxidacion lipidica en la membrana, lo que conlleva la pérdida de la barrera de
difusién a solutos impermeables y finalmente la lisis celular. El estrés oxidativo podria ser
una de las principales consecuencias de la desecacién, ya que la sola exposicion al O, del
aire influye notablemente en las reacciones fisioldgicas, como la formacion de radicales
altamente reactivos, por ejemplo el hidroxilo, cuando reacciona con metales de transicion
como el hierro, esto se conoce como reacciones de Fenton e influyen fuertemente en la
ruptura de la doble cadena de ADN (Potts, 1994).

Debido a lo anterior, la supervivencia de las bacterias en ambientes que presentan amplias
fluctuaciones en la disponibilidad de agua, depende de su respuesta adaptativa mediante
diversos mecanismos fisiol6gicos, estructurales y moleculares que les confieren la

capacidad de resistir la desecacion (Potts et al., 2005).

|.4 Mecanismos de resistencia a la desecacion

La resistencia a la desecacion o anhidrobiosis (“vida sin agua”), es definida como la
habilidad de sobrevivir a la pérdida total o parcial de agua intracelular sin sufrir un dafio

irreversible para recuperar el estado fisiol6gico normal tras la re-hidratacion (Alpert, 2005).



La anhidrobiosis se encuentra ampliamente distribuida en todos los reinos biolégicos;
muchos animales microscopicos, microorganismos Yy plantas evolucionaron con
mecanismos especiales que les permiten tolerar la desecacion extrema y sobrevivir por
periodos largos en un estado suspendido o desecado (Sun & Leopold, 1997; Leprince &
Buitink, 2010).

La diversidad taxondmica de los organismos anhidrobi6ticos es tan amplia que sugiere que
no hay rasgos filogenéticos o geograficos que determinen o limiten la tolerancia a la
desecacion en los seres vivos, incluso que esta habilidad de los anhidrobiontes no depende
de la complejidad de los organismos (Alpert, 2005). Los Unicos indicios del origen de la
resistencia a la desecacion en plantas, se han evidenciado a partir de los tejidos de las
plantas de resurreccion, los cuales sugieren un origen polifilético que surge mediante la
adopcion de mecanismos presentes en propagulos reproductivos (Leprince & Buitink,
2010).

Existen varios mecanismos que los organismos usan para sobrevivir a la pérdida de agua,
en general incluyen la acumulacion de proteinas hidrofilicas, antioxidantes y solutos
compatibles, la produccion de exopolisacéaridos, formacién de biofilm, modificacion de la
membrana y la transicién a un estado viable no cultivable durante el estrés; todo a través
de una compleja red transcripcional con la que se expresan distintos genes en respuesta al
estrés (Potts, 1994; Cytryn et al., 2007; LeBlanc et al., 2008; Hernandez-Garcia, 2011). A
todo el conjunto de genes involucrados en los mecanismos estructurales, fisiologicos y
moleculares que permiten la tolerancia a la desecacion, se le denomina “desicoma” (Potts,
2005).

1.4.1. Acuaporinas

Dentro de los mecanismos que confieren la resistencia a la desecacion en las bacterias se
encuentra el movimiento de agua mediante acuaporinas en los primeros instantes de la
desecacion (Corral-Lugo, 2010). Las acuaporinas responden al estrés modulando el flujo
de agua en la célula cuando esta se enfrenta a diferentes tipos de estrés, principalmente a
la deshidratacién y congelacion, los cuales conllevan un desbalance osmotico (Tanghe et
al., 2006). Incluso, se ha reportado que la expresion de acuaporinas en microorganismos

PGPR es un factor importante para potenciar la resistencia a la desecacion y salinidad de



la planta durante la interaccién (Groppa et al., 2012).

Se ha demostrado que AgpZ media el transporte de agua hacia el interior y exterior de las
células afectadas osmoéticamente de Escherichia coli. Asimismo, la expresion de otras
acuaporinas como AQY1 y AQY2 ha sido reportada en esferoblastos de Saccharomyces
cerevisiae (Hohmann et al., 2000), y se ha descrito que AQY1 desempefia una funcién
importante en la expulsién de agua durante la esporulacion, lo cual ayuda a liberar la presion
de turgencia en la membrana y ademas contribuye a disminuir la actividad metabdlica y

propiciar el estado de dormancia de la espora (Sidoux-Walter et al., 2004).

1.4.2 Proteinas LEA

Otras proteinas implicadas en la tolerancia a la desecacion son las “proteinas LEA” (Late
Embryogenesis Abundant Proteins), las cuales fueron descritas por primera vez en plantas,
antes de que se reportaran también en animales, bacterias, cianobacterias y hongos (Hand
et al., 2011). Las proteinas LEA exhiben una notable habilidad para plegarse y desarrollar
estructuras secundarias ordenadas conforme va ocurriendo la deshidratacion; su
conformacion es mucho méas estable y es por eso que se les atribuyen funciones de
chaperonas y “escudos moleculares” durante el estrés (Chakrabortee et al., 2007; Hand et
al., 2011).

Las proteinas LEA, se dividen en siete grupos de acuerdo a la similitud de sus secuencias
aminoacidicas, que a su vez se caracterizan por tener secuencias motivo particulares
(Battaglia et al., 2008). Las del grupo 3, funcionan protegiendo a otras proteinas de la
inactivacion y agregacion inducidas por la deshidratacion y congelacion; esto ha sido
demostrado principalmente en los nematodos Aphelenchus avenae y Caenorhabditis
elegans (Chakrabortee et al., 2007), y recientemente se describieron las proteinas Ccorl y
Ccor2 involucradas en las respuestas adaptativas al congelamiento en el alga Chlorella

vulgaris que habita en la Antéartida (Liu et al., 2011).

1.4.3 Solutos compatibles

El mecanismo mas ampliamente documentado de resistencia a la desecacion, es la sintesis

de solutos compatibles. El término “soluto compatible” se refiere a la habilidad de pequenos
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compuestos organicos de bajo peso molecular para acumularse en las células en respuesta
a los incrementos externos de la presion osmdética sin comprometer la fisiologia celular
(Empadinhas & da Costa, 2008).

Una gran variedad de organismos que incluyen plantas, archaeas, bacterias y
cianobacterias, responden a los cambios en las concentraciones de sal del ambiente
mediante la sintesis de solutos compatibles y su acumulacién para contrarrestar la
disminucion de agua externa y la consiguiente disminucion de la presion de turgencia
interna (Empadinhas & da Costa, 2008).

Las moléculas que pueden funcionar como solutos compatibles incluyen algunos
aminoacidos, azucares simples, polialcoholes y sus derivados (Da Costa et al., 1998; Gouffi
et al., 1998; Potts, 2005). La trehalosa, glicina-betaina y el a-glutamato son comdnmente
sintetizados por varios organismos, mientras que, los polialcoholes se encuentran en
hongos y algas, pero son muy raros en bacterias y ain desconocidos en archaeas (Santos
& da Costa, 2002).

Existen numerosos estudios sobre el papel de distintos solutos compatibles en la proteccion
de diferentes microorganismos que viven bajo condiciones de estrés, entre ellos destacan
los relacionados a la sintesis de azlicares como la trehalosa, sacarosa y glucosa (Sugawara
et al.,, 2010; Gouffi et al., 1998; Page-Sharp et al., 1999) que ayudan a estabilizar la
membrana, la sintesis de betainas y ectoinas que ayudan al balance osmatico y la sintesis
de algunos aminoéacidos y sus derivados como el glutamato y la N-acetilglutaminilglutamina
amida (NAGGN) que pueden acumularse intracelularmente o servir como sefiales para la

produccion de otros solutos compatibles (Gouffi et al., 1998; Saum & Miiller, 2008).

La trehalosa es acumulada en altas concentraciones (20% del peso seco total de la célula)
por muchos organismos que sobreviven bajo deshidratacion completa (Crowe et al., 2001).
Se trata de un disacarido no reductor que es sintetizado a partir de polimeros de glucosa
unidos por enlaces a(1,4); se han reportado cuatro vias para la biosintesis de trehalosa en
procariotas mediadas por los genes treS, treYZ, treH y otsAB (Yoshida & Sakamoto, 2009;
Sugawara et al., 2010).

Se ha demostrado que la sintesis y acumulacion intracelular de trehalosa y sacarosa
incrementa la fluidez de la membrana y se une a la superficie de las proteinas aumentando

la tensién en la capa externa de estas, de tal manera que compensa la reduccion de la



energia libre durante la desecaciéon incrementando su estabilidad, y por lo tanto impide la
desnaturalizacion de proteinas (Crowe, 2002; Pleitner et al., 2012). Algunos estudios con
S. cerevisiae demostraron que la trehalosa debe estar presente en ambos lados de la
bicapa lipidica para estabilizar la membrana, por lo que las células que usan este
mecanismo de proteccion cuentan con transportadores especificos para la trehalosa (Potts,
1994; Crowe, 2002).

Se ha encontrado que microorganismos termdéfilos e hipertermdéfilos, sintetizan solutos
compatibles que aun no se han identificado en bacterias o archaeas que crecen bajo
temperaturas moderadas, esto sugiere que tales solutos juegan un papel importante contra
la desnaturalizacién térmica de las proteinas, algunos de los solutos compatibles reportados
Unicamente para este tipo de microorganismos extremdfilos son el di-myo-inositol-1,1’-
fosfato, manosilglicerato, manosilgliceramida, di-glicerol fosfato y di-manosil-di-myo-
inositol-1,1’-fosfato (Santos & da Costa, 2002).

1.4.4. Produccién de exopolisacaridos

Algunos estudios con Salmonella enterica, mostraron que el antigeno O del lipopolisacérido
y las fimbrias son componentes cruciales para la resistencia a la desecacion (Garmiri et al.,
2008), lo cual sugiere que las estructuras de la cubierta celular, desde las membranas
interna y externa, asi como la pared celular y polisacaridos excretados tienen una funcion

importante en la resistencia a la desecacién de las bacterias (Vanderlinde et al., 2010).

Durante el estrés, algunas bacterias destinan su energia a la produccion de exopolisacarido
(EPS), esto ayuda a retener una mayor cantidad de agua y crea un microambiente mas
hidratado para la célula (Potts, 1994; Roberson & Firestone, 1992). Hay estudios que
demuestran que las mutaciones en genes involucrados en la biosintesis de
exopolisacaridos disminuyen la tolerancia a la desecaciéon como es el caso de Rhizobium
leguminosarum, Bradyrhizobium japonicum y la cianobacteria Nostoc commune, en esta
altima, incluso se encontré que si se elimina el exopolisacérido, la actividad fotosintética
sufre un dafio significativo por la desecacion (Vanderlinde et al., 2010; Cytryn et al., 2007;
Van de Mortel & Halverson, 2004; Tamaru et al., 2005).

Otros estudios han demostrado que la proteina CsgD controla la biosintesis de celulosa

extracelular y el desarrollo de la fimbria curli durante la desecacién, las cuales son
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requeridas para el establecimiento de biofilms en Salmonella para poder resistir al estrés
(Gerstel & Romling, 2003; Spector & Kenyon, 2012). Se conoce que el factor sigma sigJ es
un regulador clave para la sintesis de polisacaridos extracelulares en Anabaena sp.
(Yoshimura et al., 2007).

1.4.5. Osmoprotectores

Otro mecanismo que ha mostrado ser eficiente en la proteccion de bacterias sometidas a
desecacion, es el uso de osmoprotectores. Los osmoprotectores son sustancias que se
adicionan de manera artificial a los microorganismos, a diferencia de los solutos

compatibles que son sintetizados de novo en la célula (Gouffi et al., 1998).

Uno de los principales objetivos del uso de osmoprotectores es la preservacion de
microorganismos, ya que los procesos de preservacion a mediano y largo plazo como la
congelacion y la liofilizacion, implican un estrés a la célula (Morales-Garcia et al., 2010). El
osmoprotector mas utilizado es el glicerol, no obstante, otros osmoprotectores comdnmente
utilizados por su efectividad son la trehalosa, lactosa, maltosa, y sacarosa, los cuales
sustituyen a las moléculas de agua durante la liofilizacion (Leslie et al., 1995).

Se ha observado que la hidroxiectoina protege mejor que la trehalosa a Pseudomonas
putida y Escherichia coli de la desecacién por liofilizacion (Manzanera et al.,, 2002).
Asimismo, algunos osmoprotectores como la glicina betaina, el dimetilsulfonioacetato, la
colina, prolina y L-carnitina que fueron agregados exdgenamente a Pediococcus
pentosaceus y Tetragenococcus halophila, ayudaron a mejorar la supervivencia de tales

bacterias cuando se sometieron a estrés osmotico (Baliarda et al., 2003).

1.4.6 Antioxidantes y destoxificantes

Como se menciond anteriormente, una de las consecuencias de la desecacion es la
formacion de especies reactivas de oxigeno (ROS). Las células enfrentan el estrés por ROS
mediante la expresién de un sistema de respuesta que incluye tanto antioxidantes como
enzimas destoxificantes que reducen los puentes disulfuro causados por el estrés oxidativo
como las glutation reductasas, hidroperoxidasas, agentes reductores y proteinas

involucradas en el reparo del DNA y proteinas (Matallana-Surget et al., 2012).
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Se ha reportado que en B. japonicum se expresan genes que codifican para superéxido
dismutasas y peroxidasas durante las primeras horas de la desecacion (Cytryn, 2007). La
induccién de antioxidantes en respuesta a la desecacion también ha sido reportada en
macroalgas de la zona intermareal que se ven expuestas a deshidratacion por los cambios

de marea (Flores-Molina et al., 2014).

El uso de antioxidantes contra el estrés oxidativo generado durante la desecacién ha sido
ampliamente reportado en plantas ya que los cloroplastos en particular son muy sensibles
al dafio oxidativo, es por esto que las plantas deben prevenir la formacion de radicales
libres. Se ha descrito mediante andlisis transcriptdmicos y proteomicos en plantas sensibles
a este estrés, que los genes que codifican para enzimas involucradas en el metabolismo
del glutation son los genes mas sensibles al proceso de deshidratacion (Toldi et al., 2009),
y por otro lado, se ha obsevado que en Myrothamnus flabellifolia, una planta africana
altamente resistente a la desecacion, los niveles de glutation se elevan notoriamente

durante el estrés (Kranner et al., 2002).

Algunos antioxidantes que forman parte del sistema de defensa contra el oxigeno reactivo
en plantas, son el ascorbato, glutation, -caroteno y a-tocopherol, asi como las catalasas,
superéxido dismutasas, glutation reductasas y ascorbato peroxidasas que participan en la
eliminacion del oxigeno reactivo (Collén & Davison, 1999). De estos, se ha demostrado que
el glutation no solo funciona como antioxidante, sino también interviene en varias funciones
de la célula que incluyen la defensa contra la presencia de xenobiéticos, el control de la
actividad enzimatica, la expresion de genes y la transduccion de sefiales (Smirnova et al.,
2012).

1.4.7 Sistemas de reparacion del ADN

Durante el estrés, la célula debe reparar el dafio al ADN mediante la expresion de distintos
genes; la funcionalidad del ADN reparado y de los sistemas de replicacion, determinan si la

célula vive o muere (Fredrickson et al., 2008).

Se han descrito algunos genes que se expresan 8 veces mas durante la desecacion que
en condiciones normales de humedad relativa, estos estan implicados en la modificacion,
reparacion y transposicion del ADN en Rhizobium jostii y B. japonicum, e incluyen una

proteina contra estrés oxidativo (Dpsl) y dos genes codificantes para factores sigma (sigF1
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y sigF3) involucrados en la respuesta regulatoria al estrés (LeBlanc, 2008).

Se ha observado también que el factor transcripcional RpoN se activa y se encarga de
regular la transcripcion de genes involucrados en responder al estrés oxidativo (Cyrtryn,
2007).

Un caso particular en el que la expresion de genes para reparar el dafio al ADN causado
por la desecacidn, es el de Mycobacterium tuberculosis, en el cual es de crucial importancia
para sobrevivir a las condiciones variantes dentro del hospedero (Warner, 2010). Se han
reportado también diversos mecanismos para algunos patégenos como Salmonella
entérica, Neisseria meningitidis y Helicobacter pylori (Ambur et al., 2009). Muchos de estos
genes incluyen metiltransferasas, desmetilasas oxidativas, adenina glicosilasas,

topoisomerasas, helicasas, endonucleasas y polimerasas (Ambur et al., 2009).

1.4.8 Modificacion de membrana

Cuando el agua es removida de la membrana durante la desecacion, las cabezas polares
de los lipidos se ven forzadas a permanecer mas cercanas unas a otras, esto incrementa
la interaccién de fuerzas de Van der Waals entre las cadenas hidrocarbonadas de los lipidos
adyacentes, forzando a la membrana a pasar de la fase liquida cristalina a la fase de gel,

con lo cual la fluidez de la membrana disminuye (Scherber et al., 2009).

Se ha sugerido que uno de las principales respuestas de la membrana celular durante el
estrés, es la isomerizacion de &cidos grasos monoinsaturados cis en trans (Halverson &
Firestone, 2000; Van de Mortel & Halverson, 2004). Un analisis mostré que hay un gran
incremento en la isomerizacion cis-trans en P. putida DOT-T1E en presencia de tolueno,

asi como un incremento en el contenido de cardiolipina (Junker & Ramos, 1999).

Se ha reportado también que los acidos grasos ciclopropano de la membrana estan
involucrados en la resistenca a diversos tipos de estrés, ya que estabilizan los lipidos de
membrana e impiden su degradacion. Mufioz-Rojas y colaboradores (2006) demostraron
que el aumento en los niveles de ciclopropano se correlaciona con el incremento en la tasa
de supervivencia durante la fase estacionaria en P. putida KT2440 cuando es sometida a
liofilizacion. Otros estudios mostraron que la sobreexpresion de ciclopropano incrementa la

resistencia a acidos y solventes en Clostridium acetobutylicum (Zhao et al., 2003).
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1.4.9 Estado viable no cultivable

Muchas bacterias suelen entrar a una etapa de dormancia denominada “estado viable no
cultivable” (VBNC por sus siglas en inglés) cuando se ven sometidas a un estrés por tiempo
prolongado. Oliver (2005) define este estado como la condicion fisiol6gica en la que las
bacterias no crecen en los medios de cultivo de rutina en los que normalmente deberian
crecer, sin embargo, estan vivas y son capaces de renovar su actividad metabolica. Pese
a que el numero de unidades formadoras de colonia decrece notablemente, puede
demostrarse por otros métodos que las células estan vivas incluso si no son capaces de

desarrollar colonias en el medio de cultivo.

El estado viable no cultivable puede ser inducido por diversos tipos de estrés como la falta
de nutrientes (Cook & Bolster, 2007; Amel et al., 2008), la temperatura fuera del rango
Optimo de crecimiento (Wong & Wang, 2004; Vattakaven et al., 2006), el estrés osmdtico
(Wong & Liu, 2008; Darcan et al., 2009), la concentracién de oxigeno (Kana et al., 2008), la
presencia de metales pesados (Grey & Steck, 2001; Alexander et al., 1999; Ordax et al.,
2006) y la desecacion como recientemente se ha demostrado en P. putida KT2440 (Pazos-
Rojas, 2011). El estado VBNC es reversible una vez que la célula deja de someterse al
estrés (Bates & Oliver, 2004), lo cual, ademas de ser la principal diferencia con los
organismos no resistentes, se conoce como ‘resucitacion” o “vuelta al estado viable

cultivable”.

Un analisis protedmico en Enterococcus faecalis mostrd que existen algunos genes que
son reprimidos para reducir la actividad metabdlica, como los que codifican para enolasas
involucradas en la glucdlisis, ATP sintasas que participan en la fosforilacion oxidativa y
factores de elongacion involucrados en la sintesis de proteinas y el crecimiento celular (Lleo
et al., 2000).

Pese a la reducida actividad metabdlica durante este estado, la célula continlia con la
transcripcion de genes y la produccion de ARNm. Un estudio demostré que la presencia de
antibiéticos induce el estado VBNC en E. fecalis, y durante este periodo, aumentan los
niveles de proteinas PBP 3 y 5 involucradas en los ultimos pasos de la sintesis de
peptidoglicano (Lleo et al., 2000; Signoretto et al., 2000), lo cual concuerda con el hecho de
que la morfologia de la envoltura celular se ve modificada durante este estado de dormancia

y requiere ser reparada (Signoretto et al., 2000).
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Estudios recientes han evidenciado que la mutacion de la proteina GST (Glutation S-
transferasa), impide a Vibrio vulnificus entrar al estado VBNC (Abe et al., 2007). La relacion
de este estado con el estrés oxidativo, se hizo mas evidente cuando fue demostrado que la
catalasa codificada por el gen katG, disminuyé su expresion mientras V. vulnificus
permanecia en estado VBNC al someterse a bajas temperaturas, no obstante, después de
remover el estrés, la resucitacion de la bacteria se caracteriz6 por la expresion total de katG
(Oliver, 2010).

Varios aspectos moleculares de este estado fisiolégico aun se estan elucidando, no
obstante, esta claro que para muchas especies bacterianas que no esporulan, incluidas
muchas especies patdégenas para el humano, el estado VBNC es una estrategia adaptativa
gue les permite persistir en el hospedero y distintos ambientes (Li et al., 2014; Oliver, 2010).

1.5 Aplicaciones biotecnoldgicas de la tolerancia a la desecacion

La busqueda de la resistencia a la desecacion en distintos organismos ha sido de gran
utiidad en diversos campos de la biotecnologia. Particularmente, la ingenieria
anhidrobidtica es una rama dedicada a transferir la resistencia a la desecacion a otros
organismos que son sensibles a este estrés; esto tiene un gran potencial para la
preservaciéon de microorganismos dado que varios métodos y técnicas de conservacion
implican el congelamiento y la deshidratacion (Manzanera et al., 2002; Bjerketorp et al.,
2006).

En la industria biotecnol6gica, muchos de estos organismos anhidrobiontes se usan para la
produccion de solutos compatibles y proteinas que puedan ser usados como
osmoprotectores en otros microorganismos y plantas (Apse & Blumwald, 2002). Se ha
demostrado que las proteinas LEA de tomate, trigo y cebada confieren mayor tolerancia al
estrés osmotico y la congelacion cuando se introducen en Sacharomyces cerevisiae (Toldi
et al., 2009), incluso, algunos solutos compatibles como la betaina se usan para mejorar la
amplificacion de ADN de alto contenido de GC durante la PCR, ya que se emplean

temperaturas muy elevadas (Chakrabatrti et al., 2001; Schnoor et al., 2004).

Sin duda el mayor potencial biotecnoldgico es para la agricultura, ya que existen numerosos
estudios que buscan hacer resistentes a la desecacion a distintas plantas de interés

commercial mediante el uso de antioxidantes, proteinas LEA y solutos compatibles que son
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ingresados a las plantas mediante la transformacion genetica (Toldi et al., 2009; Leprince
& Buitink, 2010). Como en el caso de la planta de Tabaco, en la cual se demostré que la
sobreexpresion de algunos antioxidantes incrementa su crecimiento bajo una gran variedad
de condiciones estresantes (Roxas et al., 2000). Por otro lado, a través de la ingenieria
metabdlica, se han realizado intentos para lograr que distintas plantas acumulen azlcares

protectores contra la desecacion (Garg et al., 2002).

Asimismo, la ingenieria anhidrobidtica ha resultado ser Gtil en la investigacion del uso de
bacterias PGPR resistentes a la desecacion para la rizorremediacién de hidrocarburos
aromaticos policiclicos en suelos sujetos a sequia (Vilchez & Manzanera, 2011), lo cual se
considera una buena alternativa para la reforestacion de suelos desérticos (Bashan et al.,
2009).

Por otro lado, en el &rea médica, algunos experimentos con lineas celulares humanas, han
demostrado que la expressién de proteinas LEA reduce la agregacion de proteinas

asociada a enfermedades neurodegenerativas (Chakrabortee et al., 2007).
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Il. Antecedentes

Se ha sugerido que la cointeraccion entre las bacterias que integran un inoculante, podria
resultar benéfica tanto para las especies que integran la formulacién como para el efecto
promotor del crecimiento en las plantas en las que se aplica, tal y como indican algunos
estudios sobre la coinoculacion de plantas con bacterias del género Azospirillum vy
Rhizobium, los cuales han demostrado que existe un efecto sinérgico entre las dos
bacterias ya que Azospirillum estimula la formacion de nédulos en Rhizobium y por lo tanto,
se obtiene un mayor crecimiento y rendimiento de las plantas en contraste a cuando se
realiza la inoculacion con una sola especie bacteriana (Bashan, 1998; Bashan & Holguin,
1998).

El laboratorio de Ecologia Molecular Microbiana (LEMM) de la Benemérita Universidad
Auténoma de Puebla ha desarrollado un inoculante multiespecies (EMMIM-1) que incluye
bacterias del tipo PGPR aisladas de distintos ambientes (Morales-Garcia, 2011),
Pseudomonas putida KT2440, forma parte de este inoculante por ser buena promotora del

crecimiento en plantas.

Por otra parte, el LEMM también cuenta con una cepa altamente resistente a la desecacion
(Klebsiella variicola T29A2) aislada de cafia de azucar, que ha sido ampliamente utilizada

como modelo de estudio en diversos trabajos referentes a la tolerancia a este estrés.

[1.1 Klebsiella variicola T29A2

Muchas especies del género Klebsiella han demostrado ser promotoras del crecimiento ya
que proporcionan gran parte del nitrdgeno que necesitan las plantas a través del proceso
de fijacion biolégica de nitrégeno (FBN) (Martinez et al., 2004; Fouts et al., 2008).
Particularmente, Klebsiella variicola T29A2, aislada de cafa de azdcar, podria promover el
crecimiento de plantas mediante la FBN y la produccién de acido indol-acético (Lépez-
Reyes, 1996; Rosenblueth et al., 2004; Silvana et al., 2006).

K. variicola T29A2 es una bacteria Gram negativa no fermentadora de adonitol
(Rosenblueth et al., 2004); al igual que otras bacterias de su género, carece de flagelos y
presenta una capsula formada por exopolisacaridos complejos que recubren y protegen la

superficie celular (Fouts et al., 2008).
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Recientemente, se ha encontrado que K. variicola T29A2 es resistente a la desecacion
(Mufioz-Rojas et al., 2008), e incluso, se ha demostrado que lo hace con elevadas tasas de
supervivencia (Corral-Lugo, 2010). Algunos genes implicados en la resistencia a la
desecacion de K. variicola T29A2 fueron caracterizados a partir de 15 mutantes sensibles
a la desecacion e identificados como codificantes para diversas funciones como
monooxigenasa, nitrogenasa, proteina formadora de pilus, dihydroortasa, ATPasa
secretora, acetiltransferasa, proteina exportadora de solutos, formadora de
exopolisacéarido, glutamato sintasa, activador del operén cadC y un regulador del operén
arabinosa. Estudios recientes, demostraron que los genes que desempefian una funcion
determinante en la resistencia a la desecacion de K. variicola T29A2 son los implicados en
la sintesis de exopolisacéaridos y la glutamato sintasa e incluso, estos dos genes participan
también en la resistencia al estrés por congelacion (Corral-Lugo, 2010; Rodriguez-Andrade,
2011).

En general, las bacterias del género Klebsiella son buenos modelos de estudio de la
interaccion con plantas debido a la gran variedad de ambientes a partir de los cuales se
han aislado (Matsen et al., 1974). Aunado a esto, el LEMM cuenta con una banca de 8,974
mutantes de K. variicola T29A2, que aln estan sin explorarse para identificar nuevos genes

involucrados en la resistencia a diversos tipos de estrés, incluido el estrés por desecacion.

II.2 Pseudomonas putida KT2440

P. putida KT2440 es una bacteria sapréfita Gram negativa de la clase de las
Gammaproteobacterias, que ha sido reconocida por su habilidad para mineralizar
compuestos organicos complejos. Diversos estudios han demostrado que esta especie es
capaz de degradar tolueno, benzoato, compuestos fendlicos e incluso hidrocarburos
policiclicos aromaticos (Margesin & Schinner, 2001; Ramos-Gonzalez et al., 2001; Jiménez
et al., 2002).

Por otro lado, se ha demostrado que esta cepa también es promotora del crecimiento en
plantas ya que incrementa el crecimiento del maiz criollo (Morales-Garcia et al., 2011) y
posee una buena capacidad colonizadora de las raices de algunas plantas como maiz,
trigo, fresa, cafia de azlcar y espinacas persistiendo en la rizésfera con altas densidades

poblacionales (Espinosa-Urgel et al., 2002; Molina et al., 2000).
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El genoma completo de P. putida KT2440 ha sido analizado, secuenciado y publicado,
demostrando que no es una bacteria patégena (Nelson et al., 2002), tiene alrededor de 6
Mb de longitud y un contenido de GC del 60% (Ramos-Diaz & Ramos, 1998; Stjepandic et
al., 2002); esta cepa no posee plasmidos, aunque puede adquirirlos libremente de otras
bacterias y expresarlos, sin embargo no actia como donadora del DNA introducido a menos
que se introduzcan también las funciones de transferencia, por lo que en 1982, P. putida
KT2440 fue declarada como la primera cepa biosegura para la clonacion de genes en
bacterias Gram negativas del suelo (Timmis, 2002; Stjepandic et al., 2002).

P. putida KT2440 se distribuye ampliamente en una gran variedad de ambientes, que
incluyen regiones templadas, aerobias y semiaerobias tanto del suelo como de habitats
acuaticos (Timmis, 2002). En general, se menciona que la causa de la colonizacion de la
gran variedad de habitats reside en la habilidad de las pseudomonadaceas para adherirse
prolongadamente a particulas sélidas, su movilidad, y su versatilidad metabdlica al usar
compuestos naturales y xenobioticos como fuentes de carbono, nitrégeno, azufre y fosforo
(Duque et al., 2007).

Debido a que el ambiente del suelo se caracteriza por presentar una elevada
heterogeneidad en su composicién quimica, estructura, osmolaridad, fuerza iénica, pH y
concentracion de oxigeno, se considera que P. putida KT2440 es una especie con alto
grado de adaptabilidad a diversas condiciones fisico-quimicas, lo cual le ha permitido

colonizar diversos ambientes (Timmis, 2002).

Las caracteristicas anteriores hacen de P. putida KT2440 una especie de gran potencial
biotecnoldégico en el area agricola, ya que representa una buena alternativa para la
rizorremediacion de compuestos xenobiéticos (Duque et al., 2007) y la promocion del
crecimiento en plantas. Asimismo, gracias al amplio conocimiento de su genoma, es un

buen modelo para realizar diversos estudios.

Pese a tales ventajas, algunos estudios han mostrado que P. putida KT2440 es sensible a
la desecacion (Mufioz-Arenas et al., 2006; Mufioz-Rojas et al., 2008). Estudios realizados
por Manzanera y colaboradores (2002) demuestran que una recombinante de P. putida
KT2440 no es capaz de sintetizar suficientes concentraciones de trehalosa para resistir la

desecacion por liofilizacion.

Por otra parte, Mufioz-Rojas y colaboradores (2006) mencionan que algunos disacéaridos
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pueden proteger a P. putida KT2440 de la liofilizacion. También se ha demostrado que en
presencia de algunos exudados rizosféricos o en asociacién con las raices de algunas
variedades de plantas de maiz, P. putida KT2440 puede sobrevivir a condiciones de
desecacion ambiental (Pazos-Rojas, 2011; Mufioz-Arenas, 2011).

I1l. Justificacion

La exposicion a la desecacion por la escasez de agua en regiones de cultivo aridas o
semiéridas, es uno de los factores limitantes mas importantes para lograr que las bacterias
de un inoculante cumplan su funcién benéfica. Debido a que no todas las bacterias con
habilidades de promocion del crecimiento tienen la capacidad de resistir a la desecacion,
es un desafio elaborar inoculantes que contengan especies con funciones benéficas y que

a la vez sean capaces de resistir periodos prolongados de desecacion.

Un objetivo importante de la basqueda de la resistencia a la desecacion en este tipo de
bacterias, es tener la certeza de que al ser inoculadas en el campo, mantendran su

viabilidad hasta lograr interactuar molecularmente con la planta y favorecer su crecimiento.

Hemos visto de acuerdo a lo anterior, que pese a ser una bacteria sensible a la desecacion,
P. putida KT2440 puede sobrevivir a este estrés mediante la adicion de algunas sustancias.
El interés por utilizar como modelos de estudio a K. variicola T29A2 y P. putida KT2440,
tiene como finalidad, explorar la capacidad de una bacteria resistente a la desecacion, para
proteger a otra sensible cuando interactian antes o durante el estrés; esto permitird conocer
un mecanismo diferente para proteger a P. putida KT2440 de la desecacion sin la adicion

exogena de otras sustancias.

Al ser P. putida KT2440 una cepa de gran interés por sus habilidades de biorremediacion,
adherencia, colonizacion, alto grado de adaptabilidad, asi como la disponibilidad de su
secuencia genémica completa para su estudio, ademas de ejercer la promocién del
crecimiento en plantas; es importante lograr que resista periodos largos de desecacion de

manera eficiente para ser utilizada en nuevas y mejores formulaciones bacterianas.

En vista de que las nuevas generaciones de inoculantes se basan en la adicién de mas de
una sola especie bacteriana, la identificacion de una propiedad como la que se busca en

este estudio, facilitard el mantenimiento de la viabilidad de las bacterias de la formulacion
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sin necesidad de la adicion de osmoprotectores y otras sustancias que encarecen el
producto, mejorando también el crecimiento de la planta en las que es aplicado e
incrementando la produccion. En ese sentido, la habilidad de una bacteria resistente a la
desecacion para conferir tolerancia a una bacteria PGPR que es sensible, tiene un gran
potencial biotecnolégico y numerosas aplicaciones agricolas.

Cabe resaltar que hallar mecanismos naturales de proteccion o de resistencia a este estrés,
es de gran importancia, ya que desde hace casi dos décadas ha habido una gran
controversia respecto a la siembra de variedades de maiz transgénico resistente a
diferentes tipos de estrés; diversas organizaciones en México han presentado iniciativas de
ley o modificaciones en defensa de las variedades de maiz criollo. En este sentido, el uso
de inoculantes bacterianos con especies nativas no modificadas genéticamente para
incrementar el crecimiento del maiz asi como de otras plantas de interés comercial, ha sido
una propuesta sustentable para mejorar la produccién de maiz criollo y competir con

algunas variedades transgénicas que tienen una mayor velocidad de crecimiento.

Por otra parte, es importante considerar que la resistencia a la desecacion en
microorganismos, es una habilidad deseada no solamente por su aplicacion para mejorar
la productividad, sino también para la restauracion de suelos contaminados y la

reforestacion de suelos desérticos.

Fuera del contexto agricola, este estudio contribuye también al conocimiento de nuevos
mecanismos de resistencia a la desecacidon que aun no han sido descritos, incluso, en el
contexto ecoldgico, podra entenderse por qué algunas bacterias que se consideran
sensibles a la desecacion, estan presentes en zonas aridas o semidesérticas, como es el
caso de P. putida, que es bastante reconocida por colonizar una gran variedad de

ambientes.

Finalmente, la identificaciébn de genes de resistencia al estrés por desecacién, permitira
conocer el tipo de sustancias que pueden ser usadas para el almacenamiento y

conservacion de otros microorganismos a largo plazo.
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IV. Hipdtesis

La interaccion de K. varicola T29A2 (resistente a desecacion) con P. putida KT2440
(sensible a desecacion) antes y/o durante el estrés, contribuird a mantener la supervivencia
de P. putida KT2440.

V. Objetivos
Objetivo general:

Explorar la capacidad de K. variicola T29A2 para proteger a P. putida KT2440 del estrés

por desecacion.

Objetivos particulares:

1. Determinar la supervivencia a la desecacion de K. variicola T29A2 y P. putida
KT2440 cuando cointeraccionan antes y durante el estrés.

2. Evaluar la capacidad de mutantes de K. variicola T29A2 para proteger a P. putida
KT2440 de la desecacion.

3. Identificar los genes de K. variicola T29A2 involucrados en la proteccion de P. putida
KT2440.
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VI. Método
VI.1. Disefio de medios selectivos

Como etapa preliminar, se disefiaron y probaron alrededor de 80 medios de cultivo que
permitieran distinguir a K. variicola T29A2 de P. putida KT2440 y viceversa, para poder
monitorear la supervivencia de cada una, ya que durante los experimentos de co-

interaccion, ambas bacterias se sometieron al estrés juntas.

El disefio de los medios de seleccion se realizo con base en la observacion del crecimiento
de ambas bacterias en medios de cultivo elaborados con distintas fuentes de carbono asi
como con la adicién de antibiéticos y metales pesados a diferentes concentraciones (Anexo
1). La Tabla | muestra los medios de seleccion utilizados para P. putida KT2440 y K.
variicola T29A2.

Tabla I. Medios de seleccién utilizados en este estudio.

P. putida KT2440 K. variicola T29A2

Me@o de Citrato de Simons Agar McConkey
cultivo
Antibiotico Cm 150 pg/ml Distincion morfologica
Composicién Fosfato dibasico de amonio 1 g/L Peptona de caseina 1.5¢9/L
Fosfato dipotasico 1g/L Peptona de gelatina 17 g/L
Cloruro de Sodio 5g/L Peptona de carne 1.5¢g/L
Citrato de Sodio 2g/L Lactosa 10 g/L
Sulfato de magnesio 0.02 g/L Sales biliares 15¢9g/L
Azul de bromotimol 0.08 g/L NacCl 5.0 g/L
Agar 159g/L Rojo neutro 0.03 g/L
pH=6.9 = 0.2 Cristal violeta 0.0001 g/L
Agar 13.5¢g/L
pH=7.1%x 0

Debido a que tanto K. variicola T29A2 como P. putida KT2440 toleran diversos antibiéticos,
la seleccién de K. variicola T29A2 se realizé mediante la observacién morfologica, ya que
la caracteristica de absorber el colorante rojo del medio agar McConkey, la hace claramente
distinguible de P. putida KT2440 sin necesidad de adicionar antibiotico.
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VI.2. Antagonismo bacteriano

Posteriormente, se realizaron pruebas de inhibiciéon simultdnea entre ambos modelos de
estudio, para descartar la posibilidad de que alguna de las dos cepas produjera sustancias
inhibitorias que impidieran la realizacion de los experimentos de desecacion en co-

interaccion.

Cada bacteria se sembré por separado en medio liquido LB con sus respectivos antibiéticos
de seleccién, los cultivos se crecieron en agitacion por 24 horas a 200 rev/min y 30 °C.
Después se tomaron 100 pl del cultivo de una de las bacterias (considerada como sensible)
y fueron plaqueados con un asa de vidrio en placas de LB dejandolas secar por 10 min,
posteriormente, se agregaron 50 ul de la segunda bacteria (considerada como posible
productora de sustancias inhibitorias) con un micropipeta en el centro de la placa.
Finalmente, las placas se incubaron por 24 horas a 30 °C. El procedimiento se realiz6
nuevamente invirtiendo la posicion de las bacterias. En cada prueba se analizaron tres
réplicas, considerandolas positivas cuando se observo la presencia de halos de inhibicion
y negativas cuando ambas bacterias crecieron.

Las pruebas se consideraron negativas al no haber observado halos de inhibicion, lo que
indicé que ninguna de las dos bacterias produce sustancias inhibitorias que afecten el
crecimiento de la otra (Fig. 1).

Figura 1. Pruebas de inhibicion simultanea entre K. variicola T29A2 y P. putida KT2440. A)
K. variicola T29A2. B) P. putida KT2440.
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VI.3. Experimentos de cointeraccion y desecacion

La habilidad protectora de K. variicola T29A2, se avalué mediante dos experimentos
disefiados con el fin de observar si el efecto protector se cumple cuando la cointeraccién
entre bacterias ocurre durante la exposicion al estrés o bien, si este ocurre cuando las
bacterias cointeraccionan antes de someterse al estrés. En ambos casos, K. variicola
T29A2y P. putida KT2440 se crecieron hasta fase estacionaria en medio liquido LB durante
24 horas a 30 °C y en agitacién a 200 rev/min. Posteriormente las células fueron lavadas
por centrifugacion dos veces a 5,000 rev/min a 25 °C durante 10 min para eliminar el medio

de cultivo y se re-suspendieron en el mismo volumen de agua estéril.

VI.3.1 Cointeraccién durante el estrés

Los cultivos de cada bacteria se crecieron hasta fase estacionaria de manera independiente
y posteriormente fueron lavados por centrifugacion para realizar una mezcla con el mismo
volumen del cultivo de cada bacteria re-suspendido en agua estéril. Cabe destacar que en
este primer disefilo experimental, las bacterias no interactuaron hasta después de ser
lavadas y re-suspendidas en agua, por lo que se considera que la interaccion ocurre

Unicamente en el momento en el que seran sometidas al estrés (Fig. 2A).

V1.3.2 Cointeraccion antes del estrés

El segundo disefio experimental, a diferencia del primero, consistio en crecer juntas a
ambas bacterias desde un inicio bajo las mismas condiciones por 24 horas, y una vez en
fase estacionaria, las células se lavaron por centrifugacién y se re-suspendieron en agua
estéril, con lo cual se considera que la interaccion de las dos bacterias ocurrié antes de ser

sometidas al estrés (Fig. 2B).

Una vez que las células fueron lavadas, tanto en VI.3.1 como en VI.3.2, se tomaron
alicuotas de 500 pul y se distribuyeron en tubos epperndorff, los cuales fueron pesados y
sellados con tapones de algodon para permitir la entrada de aire y evaporacion del agua.
Las muestras se almacenaron en una camara de desecacion previamente disefiada y

aclimatada a 30 °C y 50% de humedad relativa por 18 dias.
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Figura 2. Disefio experimental para evaluar dos tipos de cointeraccion entre K. variicola
T29A2 y P. putida KT2440. A) Cointeraccion durante el estrés. B) Cointeraccion antes del
estrés.

V1.3.3 Cointeraccién con mutantes de K. variicola T29A2

Posteriormente, se realizaron experimentos de cointeraccion entre P. putida KT2440 y
mutantes de K. variicola T29A2 con la finalidad de identificar algunos genes involucrados
en la proteccion de la bacteria sensible contra la desecacién. Dichas mutantes fueron
obtenidas por mutagénesis al azar con el transposon mini-Tn5 (Corral-Lugo, 2010).
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Para ello, se disefié un método rapido para evaluar el efecto protector de varias mutantes
a la vez. Este método consisti6 en crecer juntas a cada una de las mutantes en co-
interaccion con P. putida KT2440 durante 24 horas. Posteriormente, cada una de las
mezclas fue centrifugada y resuspendida en agua estéril. Una vez removido el medio de
cultivo, se colocaron 100 ul de cada mezcla en cada uno de los 96 pozos de una placa
multipozos (ELISA), incluyendo los respectivos controles que corresponden a P. putida
KT2440, K. variicola T29A2 (silvestre) y una mezcla con K. variicola T29A2 y P. putida
KT2440 (Fig. 3A).

Las muestras se distribuyeron como se indica en la figura 3B, se colocaron tres réplicas de
cada unay las placas se ingresaron a la camara de desecacién durante cinco dias bajo las
mismas condiciones de temperatura y humedad que los experimentos de desecacion

estandar.
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Figura 3. Método rapido para evaluar la supervivencia a la desecacién de mutantes de K.
variicola T29A2 en cointeraccion con P. putida KT2440. A) Disefio experimental. B)
Distribucion de las muestras.
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VI.4 Tasa de Supervivencia Bacteriana

Durante los 18 dias de desecacion, se realizé el monitoreo de la supervivencia de ambas
bacterias mediante la técnica de goteo por sellado en placa masivo (Corral-Lugo et al.,
2012) antes de ser sometidas al estrés y posteriormente cada tercer dia en los medios de
seleccion correspondientes. En cada monitoreo se analizaron cinco réplicas de cada
tratamiento y se determind la tasa de supervivencia bacteriana (BSR), definida como la
relacién entre el logaritmo del nimero de UFC/mI presentes en la suspension después de
la desecacion (D.D) y el logaritmo del numero de células viables antes de la desecacion

(A.D.), como se muestra en la siguiente funcion:

e
f.;»;[ ( n.n.} o] | Donde:

il D.D. = después de la desecacion
BSR — Xl

¢ A.D. = antes de la desecacion
.Irl'_;'( A f.’]
mi

Para monitorear la supervivencia de P. putida KT2440 en cointeraccién con las mutantes
de K. variicola T29A2, primero se realiz6 el sellado de las muestras con un replicador de 48
dientes en los medios de seleccion correspondientes a los cinco dias de desecacion.
Después de incubar las placas durante 24 horas, se ubicaron las muestras en las que P.
putida KT2440 no sobrevivi6 a la desecacion, a partir de las cuales, se eligieron las
mutantes que al no proteger a P. putida KT2440 del estrés, posiblemente estan mutadas

en genes involucrados en la transferencia de la resistencia a la desecacion.

Para corroborar que las mutantes seleccionadas mediante el método rapido fueran las de
interés, se realizaron nuevamente los experimentos de desecacién pero a través del método
estandar y se monitoreo la supervivencia tanto de P. putida KT2440 como de la mutante de

interés como se describié anteriormente.

El andlisis estadistico de las tasas de supervivencia obtenidas, se realizé con el programa

Sigma Plot 3.0 mediante pruebas t-student.
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VI.5 Comprobacion de la insercién del transpos6n mini-Tn5 en mutantes de K.
variicola T29A2.

Debido a que la banca de mutantes de K. variicola T29A2 fue realizada por mutagénesis al
azar con el plasmido pUT-km, portador del transposon mini-Tn5, se corroboré que las
mutantes seleccionadas tuvieran dicho transposon para su posterior analisis mediante

PCRs arbitrarias.

En primera instancia, se extrajo el ADN total de las mutantes de interés asi como de P.
putida KT2440 y K. variicola T29A2 silvestre, mediante el protocolo de extraccion del kit
“Wizard® Genomic DNA Putification” (PROMEGA). Las mezclas de PCR se realizaron con

el componente Go Taq® Green Master Mix.

La comprobacion se hizo mediante la amplificacion del gen de resistencia a kanamicina que
porta el transposén como marcador. Los oligonucleétidos utilizados fueron los siguientes,

con los cuales se amplificé un fragmento de 428 pb:

KmA - TATGCCTCTTCCGACCATCA
KmB - CCGACTCGTCCAACATCAAT

Las condiciones de amplificacion se establecieron de acuerdo a Toribio-Rosales (2009):

95°C 3
95°C 1°
64 °C 1° 32 ciclos
72°C 1°
72°C 5°

VI.6 PCRs arbitrarias

Una vez que se corrobor6 lo anterior, se utilizé el ADN de las mutantes de interés para
identificar los genes truncados en tales mutantes por la insercién del transposén mediante
PCRs arbitrarias. La técnica de PCRs arbitrarias consiste en amplificar una region
adyacente al transposén mini-Tn5 correspondiente a un fragmento del gen mutagenizado

que posteriormente sera secuenciado y comparado con una base de datos publica para

28



determinar su funcion.

Para identificar el sitio de insercion del transposén mini-Tn5 se emplearon oligonucledtidos
capaces de leer la secuencia borde del mini-Tn5, lo cual garantiza que el resto de la
secuencia amplificada sea adyacente al transposén y corresponda a un fragmento del gen

de interés (Duque et al., 2007).

El procedimiento consisti6 de dos rondas de PCR, en la primera, se incluyd un
oligonucleétido especifico para el reconocimiento de una secuencia adyacente a la
secuencia de insercion “O” en la regiéon terminal del mini-Tn5 y dos oligonucle6tidos
arbitrarios que amplifican desde cualquier parte al azar del genoma. El producto de la
primera amplificacion, se utiliz6 como ADN molde para realizar una segunda ronda de PCR,
esta vez con oligonucleétidos especificos que enriquecen la region que comprende la

secuencia del transposon.

Se utilizaron las siguientes secuencias de oligonucleétidos y condiciones de PCR de

acuerdo a Bernal, 2010 (com. pers):

ARB1A: CCACGCGTCGACTAGTACNNNNNNNNNNGATAT
ARB2A: CCACGCGTCGACTAGTAC

TNEXT2: CTTTATTGATTCCATTTTTACACT

TNINT: GACCTGCAGGCATGCAAGCTTCGGC

CEKG2B: GGCCACGCGTCGGACTAGTACNNNNNNNNNNACGCC

la Ronda

DNA molde 1 95°C- %

dNTPs (10 mM) 5 ul 95°C - 1’

Oligo TNEXT 2 (20 uM) 6 ul 40°C -1 6 ciclos
Oligo ARB1A (20 uM) 3ul 72°C- 1

Oligo CEKG2B (20 pM) 3ul 95 °C - 30"

Buffer 5l 53°C-30° 30 ciclos
MgCl, 4 pl 72°C - 1’

Taq polimerasa 0.25 ul 72°C-T7

H20 miliQ hasta 50 pl 14°C - o0
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2a Ronda

DNA molde (Amplificado 1a ronda) 5ul 95°C-¥%

dNTPs (10 mM) 5 ul 95 °C - 30”

Oligo TNINT (20 uM) 3ul 60 °C - 30" 25 ciclos
Oligo ARB2A (20 pM) 3ul 72°C - 1’

Buffer 5ul 72°C-T7

MgCl, 4 pl 14 °C - o0

Taq polimerasa 0.25 ul

H20 miliQ hasta 50 pl

Se obtuvieron productos entre 250 y 500 pares de bases aproximadamente, los cuales se

identificaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% a 120 V por 45 min.

Posteriormente, se realiz6 el corte de las bandas mas abundantes con un bisturi, las cuales

se purificaron con el kit Wizard® sv Gel and PCR Clean-Up System.

VI.7 Secuenciacion e identificacién de la funciéon de genes

Para secuenciar cada banda obtenida en el andlisis por PCRs arbitrarias, se realiz6 una
mezcla con 15 ul de la banda cortada y previamente purificada y 1 ul del oligoucel6tido
TNINT. Las muestras se enviaron a la Unidad de Sintesis y Secuenciacion del Instituto de

Biotecnologia de la UNAM.

Las secuencias obtenidas se analizaron con el programa Chromas Lite 2.1.1 y se realiz6
un alineamiento de dichas secuencias mediante el programa BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool), un programa que compara la secuencia problema con todas las secuencias
que se encuentran en la base de datos publica del National Center for Biotechnology
Information (NCBI). Se utiliz6 la modalidad blastx mediante la cual se realiza una busqueda
de similitud en la base de datos de proteinas a partir de una secuencia de nucleétidos

traducida.
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V1.8 Identificacién de genes

Una vez identificada la funcion de los fragmentos de genes obtenidos de las mutantes de
K. variicola T29A2 que mostraron haber perdido la habilidad de proteger a P. putida KT2440
de la desecacion, se eligio la secuencia del fragmento que obtuvo mayor porcentaje de
identidad durante el alineamiento para realizar la amplificacion del gen completo, 0 en su
defecto un fragmento de mayor tamafio, mediante oligonucleétidos disefiados a partir del
genoma de K. variicola At-22, al ser el Unico genoma de la especie que ha sido

completamente secuenciado y que se encuentra disponible en la base de datos publica.
Los oligonucledtidos utilizados fueron los siguientes:

SAT_KvarA: AAAAGAGAAAATAACTGGCA
SAT_KvarB: AATGTTCAACAGGCGCGAATA

VI.9 Analisis de genomas

Por otro lado, se realizé una busqueda de transportadores de glutation en los géneros
Klebsiella y Pseudomonas con el programa MiBlast, una herramienta bioinformatica de
busqueda masiva por BLAST, a través de la cual se realizaron alineamientos locales con
multiples secuencias codificantes para diversas proteinas estructurales de transportadores

de glutation reportadas en otras especies y elegidas con base en la blsqueda bibliogréfica.

Se consideraron los valores de bit score mas altos y los valores de significancia mas bajos
(E-value), como criterio para considerar si los genomas analizados cuentan con los

transportadores de glutation buscados (Pedraza-Pérez, 2014).
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VII. Resultados
VII.1. Experimentos de cointeraccion y desecacion

Como etapa preliminar, se monitore0 la supervivencia a la desecacion de P. putida KT2440
y K. variicola T29A2 cuando se someten al estrés por si solas. Los resultados mostraron
que P. putida KT2440 pierde por completo la viabilidad después de la desecacion, ya que
no se encontraron unidades formadoras de colonias a los 18 dias de haberse sometido al
estrés. Por otro lado, K. variicola T29A2, mantuvo una tasa de supervivencia elevada y se

estim6 un valor de BSR = 75.3 a los 18 dias de desecacion (Fig. 4).
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Figura 4. Supervivencia a la desecacion de P. putida KT2440 y K. variicola T29A2 sometidas al
estrés sin interactuar. Cada punto del grafico representa el promedio de 5 réplicas con su respectiva
desviacion estandar.

VII.1.1 Cointeraccién durante el estrés

Una vez registrada la supervivencia de ambas cepas sometidas a desecacion por separado.
Se evalué la supervivencia de las dos bacterias cuando interactuaron Unicamente en el
momento en el que se enfrentaron al estrés. Se observo que la supervivencia de P. putida
KT2440 descendid notablemente desde el sexto dia de desecacion hasta no encontrar

células viables después de 18 dias, no obstante, K. variicola T29A2 mostr6 una tasa de
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supervivencia bacteriana de 77.02 al final del estrés (Fig. 5).
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Figura 5. Supervivencia a la desecacién de P. putida KT2440 y K. variicola T29A2 cuando co-
interaccionan durante el estrés. Analisis de cinco réplicas por cada tiempo y su respectiva desviacion
estandar.

VII.1.2 Cointeraccién antes del estrés

Por otro lado, se observé una mejora en la supervivencia de P. putida KT2440 cuando co-
interacciona con K. variicola T29A2 antes de ser sometida al estrés, ya que a diferencia de
cuando se somete al estrés sola o en cointeraccion con K. variicola T29A2 unicamente
durante el estrés, se mantiene viable aln después de los 18 dias de desecacion, mostrando
una tasa de supervivencia de 39.21, mientras que, K. variicola T29A2 mantiene una BSR
de 89.60 (Fig. 6).

De acuerdo al andlisis estadistico, se encontré que el incremento en la supervivencia de P.
putida KT2440 es significativo (p<0.001) respecto a su supervivencia cuando es sometida

al estrés por si sola.
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Figura 6. Supervivencia a la desecacién de P. putida KT2440 y K. variicola T29A2 cuando co-
interaccionan 24 horas antes de someterse al estrés. Andlisis de cinco réplicas y su respectiva
desviacion estandar.

VII.1.3 Cointeraccién con mutantes de K. variicola T29A2

En vista de que la cepa silvestre de K. variicola T29A2 mostré un efecto protector hacia P.
putida KT2440 para enfrentar el estrés por desecacion, cuando crecen juntas durante 24
horas antes de someterse al estrés, se realizaron experimentos de cointeraccion de la
misma forma entre P. putida KT2440 y mutantes de K. variicola T29A2, con la finalidad de
encontrar aquellas mutantes que han perdido la habilidad de proteger a P. putida de la

desecacion.

A través del método rapido, se sometieron a desecacion 620 mutantes de K. variicola
cointeractuando con P. putida KT2440 y se identificaron cuatro mutantes en genes
implicados en la proteccién de P. putida KT2440 contra el estrés, dado que no se

observaron unidades formadoras de colonias después de 5 dias de desecacion (Fig.7).

Para corroborar que las cuatro mutantes encontradas a través de la metodologia rapida en
efecto estaban mutadas en los genes de interés, se repitieron los experimentos de
desecacion estandar durante 18 dias entre cada una de las mutantes seleccionadas con el
método rapido y P. putida KT2440.
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T29A2/KT2440

KT2440
T29A2
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Figura 7. ldentificacién de mutantes que dejan de proteger a P. putida KT2440 de la desecacion
mediante el método rapido. Antes de la desecacion (arriba). Después de 5 dias de desecacion
(abajo). Las mutantes se identifican con nimeros, mientras que, los controles se refieren a P. putida
KT2440 en cointeraccidn con la cepa silvestre de K. variicola T29A2, asi como P. putida y K. variicola
silvestre sin interacuar.
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El monitoreo de la supervivencia durante los 18 dias de desecacion mostré que la co-
interaccion con ninguna de las mutantes seleccionadas mejoro la supervivencia de P. putida
al estrés (Fig. 8, 9, 10, 11). Asimismo, se encontraron dos mutantes sensibles a la
desecacion, ya que al igual que P. putida, tampoco sobrevivieron al estrés (Fig. 8 y 9), no
obstante, otras dos mutantes mostraron claramente estar afectadas en genes involucrados
especificamente en la proteccion de P. putida KT2440, ya que no la protegieron del estrés
pese a ser altamente resistentes (Fig. 10y 11).
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Figura 8. Supervivencia a la desecacion de P. putida KT2440 en cointeraccion con la mutante 16.
Andlisis de cinco réplicas y su respectiva desviacién estandar.
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Figura 9. Supervivencia a la desecacion de P. putida KT2440 en cointeraccion con la mutante 6.
Analisis de cinco réplicas y su respectiva desviacion estandar.
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Figura 10. Supervivencia a la desecacién de P. putida KT2440 en cointeraccion con la mutante 85.
Analisis de cinco réplicas y su respectiva desviacion estandar.
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Figura 11. Supervivencia a la desecacién de P. putida KT2440 en cointeraccion con la mutante 51.
Andlisis de cinco réplicas y su respectiva desviacién estandar.

VII.2 Comprobacion de la insercion del transposdn mini-Tn5 en mutantes de K.
variicola T29A2

Para corroborar la insercion del transposén mini-Tn5 con el que fue realizada la banca de
mutantes, se realizé la amplificacion del marcador de resistencia a kanamicina en las
mutantes de interés, y posteriormente se realiz6 la identificacion de los genes

mutagenizados a través de la metodologia de PCRs arbitrarias.

Se amplificé un fragmento de aproximadamente 428 pares de bases en todas las mutantes

de interés, igual al tamafio esperado del gen de resistencia a kanamicina (Fig. 12).
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Figura 12. Productos de amplificacion del gen de resistencia a kanamicina. Electroforesis en gel de
agarosa 1%. Carril 1: Marcador molecular. Carril 2: E. coli cc118 (control positivo). Carril 3: K.
variicola T29A2 silvestre (control negativo). Carril 4: mutante 16. Carril 5: mutante 6. Carril 6: mutante
85. Carril 7: mutante 51. Carril 8: mutante tomada al azar de la banca.

VII.3 PCRs arbitrarias

La identificacién de mutantes con las cuales P. putida no sobrevive a la desecacion, sugiere
la existencia de algunos genes implicados en la proteccion de la bacteria sensible durante
el estrés, para caracterizar tales genes, se realizé primero la amplificacion de un fragmento
de dichos genes mediante PCRs arbitrarias, tomando como referencia la secuencia
conocida del transposén mini-Tn5.

Se obtuvieron bandas de distintos tamafios durante la amplificacion del ADN de cada
mutante, no obstante, las bandas mas abundantes se observaron entre 300 y 600 pares de

bases (Fig. 13). La banda mas abundante de cada mutante se cortd y purificd, y
posteriormente se envid a secuenciar.
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Figura 13. Productos de amplificacion mediante PCRs arbitrarias. Electroforesis en gel de agarosa
1%. Carril 1: Marcador molecular. Carril 2: K. variicola T29A2 silvestre (control negativo). Carril 3:
mutante 6. Carril 4: mutante 16. Carril 5: mutante 85. Carril 6: mutante 51.

VII.4 Secuenciacion e identificacion de la funcién de genes

Se obtuvieron secuencias entre 500 y 750 pares de bases, lo cual corresponde al tamafio
de las bandas amplificadas mediante las PCRs arbitrarias. En cada secuencia, se identificd
la regién terminal “O” del transpos6n mini-Tn5, lo que corrobora que la PCR arbitraria fue
efectiva y que la secuencia adyacente corresponde a un fragmento del gen en el que se

insertd el transposon.

La comparacion de las secuencias obtenidas con las bases de datos del banco de genes
(NCBI), mostré que algunos genes involucrados en la proteccion de P. putida contra la
desecacion codifican para proteinas hipotéticas que aun no han sido bien descritas en la
base de datos comparada, sin embargo, con base en el andlisis de dominios conservados,
se determind que tales genes corresponden a dos reguladores transcripcionales de

respuesta a elementos xenobidticos, una proteina hipotética codificada en un plasmido de
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virulencia de K. pneumoniae y una enzima serina-O-acetil-transferasa involucrada en la

sintesis de L-cisteina.

Las secuencias de las mutantes 6 y 16 mostraron 83% de identidad con proteinas
hipotéticas de K. pneumoniae, el andlisis mostré una regioén similar al dominio BetR
corresponiente a una superfamilia de proteinas de union a ADN que pertenecen a la familia

de reguladores transcripcionales en respuesta a elementos xenobioticos (Fig. 14).

Por otro lado, se observé un 85% de identidad entre la secuencia de la mutante 85 y una
proteina hipotética descrita en general para varios microorganismos de la familia
Enterobacteriaceae. La proteina ha sido denominada hasta ahora “KPN” debido a que se
encuentra en el plasmido pKPN4 de K. pneumoniae MGH 78578. El plasmido se encuentra
completamente secuenciado y la proteina en cuestion se observo ubicada entre los genes
traB y traC (Fig.15).

Finalmente, la secuencia de la mutante 51, mostré un 100% de identidad con una regién de
la proteina serina-o-acetil-transferasa, donde 52 aminoacidos correspondieron al dominio
conservado LbH_SAT, el cual cataliza la acetilacién con la coenzima A de la L-serina para
formar O-acetilserina, como primer paso para la formacion de L-cisteina de acuerdo al

analisis en la base de datos de dominios conservados (Fig. 16).
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A

Hypothetical protein [Klebsiella pneumoniae]

GGGGCGCCAKGGCGCGGCGCCTTGTGTATAAGAGTCAG*CCTAAAGACTTAGCGACTTTTTCCAGCTGTG
AGTTTTCCAGGACGCAAAACCTTTCATTTTACGGTTTGCGTGGGTGATGGTTATACCGAGTACATTAGCTAT
ATGAGTAGTATGTTTGTTCTTTGAAATACCCCTTTCATTCRTGATGTTGCTTAACKTCTCACTAATCTTAAGTT
CAATTGGTGTCSATTTMGCTGTCCTCATATCGGCCTTCTGTAGGGTGGGTAAAATGACATWTTAGGTTGTTA
CTGTAGGKACAGTGACCTTAACTCCCCTCCACCMRGGAGMG

Description Max Total Query E Ident Accession
score score cover value
hypothetical protein [Klebsiella pneumoniae] 107 107 57% 6e-26 83% WP_023317827.1
BetR domain protein [Klebsiella pneumoniae] 106 106 57% 3e-25 81% WP_020802755.1
BetR domain protein [Klebsiella pneumoniae subsp. 106 106 579% 3625 81% AlA45467 1
pneumoniae KPNIH27] ° ° FEESERES
response regulator receiver protein [Serratia 443 44.3 43% 0.004 42% BAO37004.1
marcescens SM39] ’ : ° ’ ° —
chemotaxis protein CheY [Burkholderia 443 44.3 509 0.006 35% WP 006479895.1
cenocepacia) ' ) ' I
|
Conserved .

Domains e
965 =
NewSearch | Structure Home | 3D Macromolecular Structures Conserved Domains | Pubchem | BioSystems
i Vi Results %
Conserved domains on [icllocal GGGGCGCCAK] few luStandardiResuts
Local query sequence
‘ Zoom to residue level (7]
1 =1 100 150 200 280 F00 28
RF -2
Hon=-specific BetR
hits
Superfanilies HTH_XRE superfamily
Search for similar domain archllecluresl Refine search | el
(7}
Name Accession Description Interval Ewvalue
BetR  pfam08667 BetR domain; This family includes an N-terminal helix-turn-helix domain. 76-213 2.29e-09

Figura 14. A) Secuencia obtenida de la banda amplificada a partir del ADN de la mutante 6.
*Secuencia correspondiente a la region “O” del mini-Tn5. B) Resultados del analisis de alineamiento
de acuerdo al porcentaje de identidad. C) Analsis de dominios conservados en la secuencia.
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A

Hypothetical protein KPN_pKPN4p07135 [Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae MGH 78578]

GACGCAKGCGCGGCGCMTTGTGTATAAGAGTCAG*ACCTTCCCCCATCCGCCAAAAGGAATAAATCAAGA
AAAATAAAAAATAAAAAACCACTGTTGCAGTAGACCCTCCCGTTATTATAGCCATAATCAAATCAGGAGAGC
CGCTCCACATACTTTTATCCATAAACACAACGAAAGAAAAGAAAGCACTGAGCCCAACAAGACCCAGTAAC
ATTAAAATATGAGTAAGGGTATCCTTTACAAAAATGCTCATAACTATATACCCGTAACCACAGGCAATAATTG
CCATTGCAAAAAATAGTCGTACAAAACCATCAAAACTTAACTGGTATTCAGCCATTTACCCACCTCACTCAAT
GTTTCTATCACGCTGTTCAAAGGCTCGCGGGTTTTAATTTCAATGCACTCTCCTGTATTACTTCCATAACCTC
TTCCTCCACGTGCTTCGAGTACCCGTAGCATTTTTATGCAAACATCTGTATTAGGCATGGGAGAAACATTCC
AAATCCCACCACCACTACTCGGCGTCCYWCYYMSMGTACTAGTCGACGCGTGGMCRRAGA

B

Description Max Total Query E Ident Accession
score score cover value

MULTISPECIES: hypothetical 152 152 54% 7e-44 85% WP_004152502.1

protein [Enterobacteriaceae]

membrane protein [Klebsiella 151 151 54% 1e-43 72% WP_032740692.1

pneumoniae]

MULTISPECIES: hypothetical 150 150 54% 3e-43 72% WP_023316403.1

protein [Klebsiella]

hypothetical protein [Klebsiella 149 149 54% 2e-42 71% WP_015632502.1

pneumoniae]

membrane protein [Klebsiella 148 148 53% 3e-42 70% WP_032442651.1

pneumoniae]

Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae MGH 78578 plasmid
PKPN4, complete sequence
NCBI Reference Sequence: NC_009650.1

! |I0K |20K |30K |40 K |SOK [BOK |FOK 80 K
] BN N EE N EOEIE BN O EE N IN @ Brem o mmlom ml E§ = == 11 = =] ]
| I |1 EE ®m Im mE = 11 mm - m = § = &§ 101 m& 2l = 11 |
(| 1 [ | [ 1 | I | 1 11 ] (] |
1 | 1 1 1 1 1 1 1 1
75 K FE- K 77 K 78 K |72 K jen K 181 K g2 K
Genes
traB KFPN_pKPN4pB7135 traC
YP_pe1338740.1 I YP_pe1338744.1 [IC P aB1335745.1 I
trak tral KPN_pKPN4pB7136
P_ae1338739.1 [ YP 813387411 YP_Be13387451 R
traE KPH_pKPN4p@7133 KPH_pKPH4pB7138
P22 N vP_ae13387421 R vP_pe1220747.1 I
KFN_pKPH4pB7137
YP_ 8813387461 N
KPHN_pKPH4pB7134
YP_Be13327421

Figura 15. A) Secuencia obtenida de la banda amplificada a partir del ADN de la mutante 85.
*Secuencia correspondiente a la region “O” del mini-Tn5. B) Resultados del analisis de alineamiento
de acuerdo al porcentaje de identidad. C) Ubicacién de la proteina KPN_pKPN4p07135 en el
plasmido pKPN4.
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A

Serine acetyltransferase [Klebsiella variicola At-22]

CCWGCGCGGCGCACTTGTGTATAAGAGTCAG*GTGATGCACTATCGGCTGGCCCATGAGCTGCATCAGC
TCGACCTTCCGCTGCTGGCGCGCATCATCACGGAAAAGGCGCATAGCCAGACCGGAATCGATATTCATCC
CGGTGCGCAGATTGATGACGGATTCTTTATCGATCACGGAACCGGCGTSCCYYYYYYYGTACTAGTCGAC
GCGTGGA

Description Max Total Query E Ident Accession
score score cover value
MULTI.SPECIES: serine acetyltransferase 110 110 729% 3627 100% WP_008804177.1
[Klebsiella]
serine acetyltransferase [Klebsiella pneumoniae] 110 110 72% 3e-27 100% WP_032733503.1
MULTI‘SPECIES: serine acetyltransferase 110 110 72% 3627 100% WP_012967641.1
[Klebsiella] S
serine acetyltransferase [Klebsiella oxytoca] 104 104 72% 2e-25 94% WP_025107020.1
serine acetyltransferase [Klebsiella oxytoca] 104 104 72% 3e-25 94% WP_014229051.1
|
Conserved |
Domains g
965 =
S ENERE|  NewSearch | Structure Home | 3D Macromolecular Structures Conserved Domains | Pubchem BioSystems
Conserved domains on [iclj23938] View | standard Results
Local query sequence
| Zoom to residue level Q
1 5 50 75 100 125 150 175 200 216
RF +2
putative trimer interface
Hon-specific LbH_SAT
hits
Superfanilies LbetaH superfamily
Hulti-domnains cysE
CysE
PLNOZ2739
cyskE
Search for similar domain architectures @ Refine search
7]
Name Accession Description Interval  E-value
LbH_SAT cd03354 Serine acetyltransferase (SAT): SAT catalyzes the CoA-dependent acetylation of the side chain ... 119-187  1.15e-07
cysE TIGRO1172  serine O-acetyltransferase; Cysteine biosynthesis [Amino acid biosynthesis, Serine family]. 41-187 2.49e-11
CysE COG1045 Serine acetyltransferase [Amino acid transport and metabolism] 41-187 2.08e-10
PLNO2739 PLN02739 serine acetyltransferase 14-187 3.88e-09
cysE PRK11132 serine acetyltransferase; Provisional 41-187 5.72e-04

Figura 16. A) Secuencia obtenida de la banda amplificada a partir del ADN de la mutante 51.
*Secuencia correspondiente a la region “O” del mini-Tn5. B) Resultados del analisis de alineamiento
de acuerdo al porcentaje de identidad. C) Andlisis de dominios conservados en la secuencia.
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VII.5 Identificacién de genes

Al tener el 100% de identidad, se eligio el fragmento del gen obtenido por PCRs arbitrarias
de la mutante 51 para demostrar la identidad de este gen aparentemente involucrado en la
proteccién de P. putida KT2440 contra la desecacién, asi como para amplificar la mayor
fraccion posible del gen completo. Para ello se disefiaron oligonucleétidos que amplificaran
desde el principio hasta el final del gen, con base en la secuencia del gen sat (serin-O-
acetil-transferasa) de K. variicola At-22 al ser la cepa con la que se encontré mayor similitud

en el andlisis anterior (Fig. 17).

ATGCCGGAAGCGGGTGAATTGTATCTCTTGCCGAAAAGAGAAAATAACTGGCATTTAAATAATGTCGTCA
TGAATTGCGTCGCGTTCGCCAGGCGTGGCGCGATGAGCACGCGAAGAATAATTATCGTAATAAACGGAGT
TTACCTTCCCGGGAAAGCGTTAATTCCGTCGCGGATACATTGATAAAAGTGCTTTATCCGATGCGCTTAGG
CGACGTGGACTTACGCAAAGAGGGGGAAGATTATTACGTCGGCCATTTGCTGGGCACCGCGCTGGACAG
CTCACCGAAGAAGCACTTCTGGAACTCTATTATCAGTCGGATGAGCAGGCGGAAAATGAGGTCCTGTTGC
GGAGGCGGTCAGACGCGTTCAGCAGTTTGCCAACCGTTTACCGGTGATTCGTCAGCGTCTTGACGGTGAT
ATCCTCGCCGCTTATCAGGGTGACCCCTCCGCGCGCAGCATGGATGATGTGCTGCTCTGCTACCCGGGAY
TTCATGCGG*TGATGCACTATCGGCTGGCCCATGAGCTGCATCAGCTCGACCTTCCGCTGCTGGCGCGC
TCATCACGGAAAAGGCGCATAGCCAGACCGGAATCGATATTCATCCCGGTGCTCAGATTGATGACGGAT
TCTTTATCGATCACGGAACCGGCGT*GGTCATTGGTGAAACCGCCATCGTCGGTAAACGAGTACGTATTTA
TCAAGCCGTCACCCTGGGGGCCAAACGTTTCCTCGTCGGTGAGGACGGACAATTGCAAAAAAATTATCCT
GCCACCCTATTATTGAAGATGACGTTGTGATTTATGCCGGCGCGACAATCCTCGGGAGAATTACCATTGG(
GCGCGCTCCAGCATCGGAGGAAATATCTGGCTAACCCGTGATGTGCCACCGGACAGTAATGTTCAACAG
CGCGAATACAGCAGAGACATTTCAGCGACGGCGACGGCATTTAA

Figura 17. A) Disefio de oligonucleétidos con base en la secuencia del gen sat. Secuencas de los
oligos SAT_KuvarA al inicio y SAT_KvarB al final del gen (en rojo). Secuencia obtenida mediante
PCRs arbitrarias (en negro).

En primer lugar se realiz6 una PCR con los dos oligonucleétidos disefiados, esperando
encontrar que en la mutante 51 se observara una banda de mayor tamafio que en otras
mutantes y en la silvestre al tener insertado el transposén mini-Tn5. De acuerdo a los
resultados, se encontraron distintas bandas en cada mutante analizada, sin embargo, se
amplifico una banda de méas de 1,200 pares de bases en la mutante 51, mientras que, en
la cepa silvestre y otras mutantes se observé una banda de aproximadamente 950 pares

de bases correspondiente al tamafio del gen sat (Fig. 18).
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Figura 18. Productos de amplificacion del gen sat. Electroforesis en gel de agarosa 1%. Carril 1;
Marcador molecular. Carril 2: mutante 51. Carril 3: mutante aleatoria. Carril 4: mutante 6. Carril 5: K.
variicola T29A2 silvestre. Carril 6: P. putida KT2440 (control negativo).

Por otro lado, se realiz6 una PCR confirmatoria con el oligo TNINT y los dos oligos
anteriores, para corroborar que la mutante 51 estd mutada en el gen sat, asi como para
obtener mas informacién sobre la posicion del transposén dentro del gen. La prueba fue
positiva Unicamente con el oligo TNINT y el oligo SAT_KvarB en la mutante 51, lo cual
ademas de confirmar la transposicion del mini-Tn5 en el gen sat, sugiere que la insercién

del transposén ocurrio en direccion 5’ -> 3’ (Fig. 19).

Cabe sefialar que se observé un par de bandas muy tenues en la mutante aleatoria que se
utilizé con fines de comparacion, no obstante, tales bandas no corresponden al tamafio del
amplificado de interés y después de haberlas secuenciado y comparado con la base de
datos publica, no se encontr6 similitud con ninguna secuencia del banco de genes, con lo
que se considera que se tratdé de amplificados inespecificos; contrario a la banda
amplificada en la mutante 51, cuya secuencia también fue comparada y correspondi6 a la

serina-O-acetil-transferasa de K. pneumoniae y K. variicola At-22 (Fig. 20).
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Figura 19. Producto de amplificacién del gen sat en la mutante de interés. Electroforesis en gel de
agarosa 1%. Carril 1: Marcador molecular. Carril 2 — 4: Amplificacion con oligos TNINT y SAT_KvarA.
Carril 5 — 7: Amplificacion con oligos TNINT y SAT_KvarB. Carril 2: mutante 51. Carril 3: K. variicola
T29A2 silvestre. Carril 4: mutante aleatoria. Carril 5: mutante 51. Carril 6: K. variicola T29A2 silvestre.
Carril 7: mutante aleatoria.

Description Max Total Query
score score cover
serine acetyltransferase [Klebsiella pneumoniae] 199 199 99%
MULTISPECIES: serine acetyltransferase [Klebsiella] 199 199 99%
MULTISPECIES: serine acetyltransferase [Klebsiella] 199 199 99%
serine acetyltransferase [Klebsiella oxytoca] 190 190 99%
serine acetyltransferase [Klebsiella oxytoca] 190 190 99%

E
value
3e-61
3e-61
4e-61
1e-57
2e-57

Ident

100%
100%
100%
94%
94%

Accession

WP_032733503.1
WP_008804177.1
WP_012967641.1
WP_025107020.1
WP_014229051.1

Score

MULTISPECIES: serine acetyltransferase [Klebsiella]
Sequence ID: ref|WP_012967641.1| Length: 318 Number of Matches: 1

See 1 more title(s)
serine O-acetyltransferase [Klebsiella variicola At-22]

Sequence ID: ref|[YP_003438586.1| Length: 318 Number of Matches:
Range 1: 168 to 264

Expect Method Identities Positives Gaps Frame

Query
Sbjct

Query

Sbjct

Features:

1

168
181
228

199 bits(507) 4e-61() Compositional matrix adjust. ~ 97/97(100%) 97/97(100%) 0/97(0%) +1

VMHYRLAHELHQLDLPLLARIITEKAHSQTGIDIHPGAQIDDGFFIDHGTGVVIGETAIV
VMHYRLAHELHQLDLPLLARIITEKAHSQTGIDIHPGAQIDDGFFIDHGTGVVIGETAIV
VMHYRLAHELHQLDLPLLARIITEKAHSQTGIDIHPGAQIDDGFFIDHGTGVVIGETAIV

GKRVRIYQAVTLGAKRFLVGEDGQLOKNYPRHPIIED 291
GKRVRIYQAVTLGAKRFLVGEDGQLQKNYPRHPIIED
GKRVRIYQAVTLGAKRFLVGEDGQLQKNYPRHPIIED 264

180
227

Figura 20. Resultados confirmatorios de la secuencia amplificada con los oligos TNINT y SAT_KvarB
en la mutante 51.
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VII.6 Analisis de genomas

Antes de atribuir la habilidad de proteccién al gen sat de K. variicola T29A2, se realizé una
busqueda de genes codificantes para serina-O-acetiltransferasas en el genoma de P. putida
KT2440.

Los resultados mostraron que también P. putida KT2440 tiene genes codificantes para esta
enzima denominados cys; de acuerdo a la informacién disponible, tanto Cys como Sat,
tienen la misma funcién, ambas participan en la primera etapa de la formacion de L-cisteina
en la célula, no obstante, se encontré que las secuencias no son homélogas ya que no

comparten similitud en sus secuencias nucleotidicas.

Con la finalidad de conocer qué proteinas podrian estar formadas por cisteina para
responder al estrés por desecacion, se realizé una busqueda bibliografica de las principales
moléculas protectoras frente a diversas condiciones de estrés relacionadas con el gen sat

y la produccién de cisteina.

Con base en la informacion obtenida, se encontré que la cisteina forma parte estructural de
algunos antioxidantes, e incluso, el sitio activo de tales antioxidantes, corresponde a una
cisteina cuyo grupo sulfhidrilo reacciona con las ROS acumuladas en el citoplasma de la
célula como consecuencia del estrés. Gran parte de la literatura menciona al glutation como
el principal antioxidante que gracias a la cisteina en su estructura ejerce un efecto protector
contra diferentes tipos de estrés. Debido a que se ha reportado que el glutation es exportado
activamente para regular las concentraciones téxicas del glutatién en su estado oxidado, se
realizé una basqueda de transportadores de glutation y cisteina en especies de los géneros

Klebsiella y Pseudomonas.

De acuerdo a la literatura, los transportadores de glutation mayor documentados,
correspondieron a CydC y CydD, dos proteinas que participan en la exportacion de glutatién
y cisteina al periplasma en E. coli; y las proteinas codificadas por el operén gsiABCD de
Shigella sp. y E. coli, que participan en la importacion de glutation desde el medio externo
hacia el citoplasma. Tales secuencias fueron utilizadas para realizar la busqueda de

transportadores similares en los géneros Klebsiella y Pseudomonas.

En las tablas Il y 1ll se observan algunos de los resultados méas representativos obtenidos
de la busqueda de transportadores de glutation. Se encontraron valores de similitud

significativos (E-value=0.0) con CydC y GsiA en varias especies del género Klebsiella
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incluida K. variicola, lo cual sugiere que K. variicola presenta tanto sistemas de exportacion
como de importacién de glutation (tabla Il). Por otro lado, no se encontraron valores
significativos de similitud con CydC y CydD en el género Pseudomonas, sin embargo, se
encontré que P. putida KT2440 cuenta con dos proteinas homélogas a GsiA y GsiC, lo que
sugiere que Unicamente cuenta con proteinas que participan en la importacion de glutation,
no obstante, las proteinas con las que se encontré un grado de similitud significativa, no
estan descritas como trasportadores de glutatién sino como proteinas de union a ATP que
participan en el transporte de opina (Tabla Ill).

Tabla Il. Transportadores de glutation encontrados en especies del
T=Transportador, E=E-value, BS=Bit Score.

género Klebsiella.

T E BS Especie Descripcién
Klebsiella_pneumoniae_342 Plasm:p [cysteine/glutathione_ABC_transp
CydC 00 915 | pig7 orter]
Klebsiella_oxytoca KCTC_1686 Plas [cysteine/glutathione_ABC_transp
CydC 0.0 910 . ,kOX NDM1 orter]
Klebsiella_variicola_At 22 Plasm:pK [cysteine_ABC_transporter_perm
CydC 0.0 906 RH ease/ATP-binding]
CcvdD 5e% 43 Klebsiella_pneumoniae_pneumoniae  [molybdenum_transport ATPbind
y HS11286_Plasm:pKPHS6 ing_protein]
CydD 2e% 40 )IEIeFt;ileIIa_oxytoca_E718_PIasm:pKO [macrolide_efflux_protein]
GSiA 00 085 'I::ggilelIa_oxytoca_E?lS_PIasm:pKR _[gIutath|one_transporter_ATPb|nd
ing_protein]
. Klebsiella_pneumoniae_ KCTC_ 2242  [glutathione_transporter ATPbind
GsiA 0.0 961 _Plasm:p2 ing_protein]
GsiB 00 918 Klebsiella_oxytoca KCTC_1686 Plas [glutathione_ABC_transporter_su
' m:pKOX_NDM1 bstrate-binding]
. Klebsiella_pneumoniae_342 Plasm:p [glutathione_ABC_transporter_su
GsiB 0.0 909 KP187 bstrate--binding]
GsiB 0.0 907 Klebsiella_variicola_At 22 Plasm:pK [family_5_ extracellular_solutebind
' RH ing_protein]
GsiD 7el7 498 Klebsiella_pneumoniae_342 Plasm:p [glutathione_ABC_transporter_pe
KP187 rmease]
GsiD 7el 495 Klebsiella_oxytoca KCTC_1686 Plas [glutathione_ ABC_transporter_pe
m:pKOX_NDM1 rmease_GsiD]
GsiD 7el% 495 Klebsiella_variicola_At_22_Plasm:pK  [binding-protein- .
RH dependent_transporters_inner]
GsiC  1e17 492 Klebsiella_pneumoniae_342 Plasm:p [glutathione_ABC_transporter_pe
KP187 rmease]
GsiC 1el% 492 Klebsiella_variicola_At 22 _Plasm:pK  [binding-protein- _
RH dependent_transporters_inner]
GsiC 4el’ 489 Klebsiella_oxytoca_ KCTC_1686 Plas [glutathione_ABC_transporter_pe

m:pKOX_NDM1

rmease_GsiC]
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Tabla Ill. Transportadores de glutation encontrados en especies del género Pseudomonas.
T=Transportador, E=E-value, BS=Bit Score.

T E BS Especie Descripcién

CydC  8e# 160 Psgudomonas_protegens_CHAO_PIas [ABC_transporter_ATPblndmg_pro
m:pA506 tein_HI]

cydc 043 161 Ezeudomonas_puuda_SlG_PIasm:pP {gli]c_transporter_ATPbmdmg_pro

CydC 3% 161 gz?ijdomonas_putlda_ND6_Plasm:pN {gﬁ]c_transporter_ATPbmdmg_pro

CydD 0.041 34 rFr’]s.Ieudomonas_aerugmosa_DKZ_Chro {gﬁ]c_transporter_ATPbmdmg_pro

CydD 0.097 33 ggzudomonas_VLBlzo_Plasm:pDC30 Eﬁilﬁ]c_transporter_ATPblndmg_pro

GsiA 0.0 608 Pseudomonas_putida_KT2440_Plasm: [op|ne_A_BC_transporter_ATPb|nd|
pPC9 ng_protein]

GsiA 3159 470 Ps.,eudomonas_aerug|nosa_PA7_Chro [qut_ath|on_e_|m port_ ATPbinding_p
m:1 rotein_GsiA]

GsiA Be157 464 Pseudomonas_putida_H8234_ Plasm:p [m|c;roc;|n_C_AB.C_transporter_AT
ND6-2 P-binding_protein]

GsiB Be-61 209 Pseudomonas_syringae_pv_syringae_  [extracellular_solutebinding_protei
B728a_Plasm:pPSEST03 nj

GsiB 461 209 P§eudomonas_aerug|nosa_M18_Chro [putative_binding_protein_compon
m:| ent_of ABC]

. [Dipeptide-

GsiB le60 209 Pseudomonas_aerug|nosa_SCV20265 binding_ABC_transporter,_periplas
_Chrom:1 mic]

GsiC 0 T4 239 Pseudomonas_putida_KT2440_Plasm: [op|ng_ABC_tr_ansporter_substrate
pPC9 -binding_protein]

GsiC 1670 293 Psgudomonas_aerug|nosa_PAlR_Chr [D|peptlde_jcransport_system_perm
om:1 ease_protein]

GsiC 1670 293 Pseudomonas_aeruginosa MTB_1 Ch [peptide_ABC_transporter_permea

rom:|

se]
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VIII. Discusién

El presente estudio tuvo por objetivo principal evaluar si la cointeraccidén entre una bacteria
resistente a la desecacién y una bacteria sensible, mejora la supervivencia de la bacteria

sensible al enfrentarse al estrés.

Los experimentos de cointeraccion entre K. variicola T29A2 y P. putida KT2440 resultaron
GUtiles para saber qué tipo de cointeraccion es la que ayuda a P. putida KT2440 a resistir la

desecacion y elucidar posteriormente el mecanismo posible por el cual ocurre tal proteccién.

De acuerdo a los resultados, cuando K. variicola interactua con P. putida Unicamente
durante el estrés, la viabilidad de P. putida se ve comprometida de la misma forma que
cuando se somete al estrés por si sola, no obstante, cuando ambas bacterias crecen juntas
varias horas antes del estrés, P. putida sobrevive a la desecacién con una tasa de
supervivencia significativa (BSR=39.21, P<0.0001), lo cual demuestra que durante 24 horas

de cointeraccién P. putida se beneficia de K. variicola para tolerar posteriormente el estrés.

Lo anterior sugiere dos hechos importantes, el primero, que durante el crecimiento hasta la
fase estacionaria, K. variicola podria sintetizar y exportar algunas moléculas que ejerzan el
efecto protector; y el segundo, que P. putida es capaz de incorporar dichas moléculas para
protegerse de la desecacion, esto Ultimo se propone ya que al haberse removido por
centrigugacion el medio de cultivo y las sustancias en este como producto del crecimiento
de ambas bacterias, las moléculas protectoras tuvieron que ser incorporadas por la bacteria

sensible durante el crecimiento, y probablemente almacenadas durante el estrés.

Un primer paso para conocer cudles son tales moléculas protectoras, fue evaluar la
supervivencia de la bacteria sensible a la desecacién en cointeraccion con mutantes de K.
variicola T29A2, para poder identificar a aquellas mutantes deficientes en la proteccion de
P. putida, a través de las cuales se pudieron identificar los genes involucrados en conferir

la resistencia a la desecacion a la bacteria sensible.

Cabe mencionar que en este estudio se consideraron Unicamente las mutantes que
perdieron por completo la habilidad de proteger a P. putida de la desecacion, no obstante,
se identificaron también algunas mutantes con las que P. putida no perdio la viabilidad
totalmente, lo que sugiere que probablemente existen otros genes que protegen en menor
medida contra la desecacion. Asimismo, al explorar otras mutantes de la banca que no

habian sido exploradas, se encontraron algunas mutantes que aparentemente son
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sensibles a la desecacién (datos no mostrados), con lo cual, este estudio también
contribuy6 en la busqueda de genes involucrados en la resistencia a la desecacion de K.
variicola T29A2 que la hacen altamente tolerante a este estrés.

Es importante mencionar que pese a haber identificado a las mutantes de interés mediante
el método rapido, se realizaron experimentos de desecacidn estandar para corroborar que
dichas mutantes protegian total o parcialmente a P. putida de la desecacion, ya que existen
diversos factores que pueden afectar los resultados obtenidos por cualquiera de los dos
métodos (Corral-Lugo, 2010). En este caso, dichos factores incluyen principalmente el
namero de células que son sometidas al estrés, ya que ademas de que en el método rapido
solo se someten 100 ul y en el método estandar las alicuotas son de 500 pl, el crecimiento
de las bacterias puede afectar si estas no llegan hasta la fase estacionaria, etapa durante
la cual se ha reportado que las bacterias se encuentran en mejor condicion para enfrentar

diversos tipos de estrés (Potts, 1994).

Gracias a la metodologia de las PCRs arbitrarias, se logré amplificar un fragmento del gen
mutagenizado en las mutantes deficientes en la proteccién de P. putida KT2440, lo cual
facilité la identificacion de su funcion al comparar las secuencias de los amplificados en la
base de datos publica del NCBI. De acuerdo a los resultados obtenidos, los genes
involucrados en la proteccion de P. putida KT2440 contra la desecacion incluyen
reguladores transcripcionales de respuesta a elementos xenobitticos, una serina-O-
acetiltrasnferasa involucrada en la sintesis de L-cisteina y una proteina hipotética cuya

funcién aln no ha sido reportada en el banco de genes.

Los resultados de las pruebas de desecacion con las mutantes 6 y 16 mostraron que
ademas de perder la habilidad de proteger a P. putida KT2440, ellas mismas son sensibles
a la desecacion (Fig. 8 y 9), es por esto que la identificacion de reguladores
transcripcionales a partir estas dos mutantes sugiere que durante la desecacion, K. variicola
T29A2 usa diversas vias regulatorias para sensar y responder a las condiciones estresantes
del medio, sin embargo, la forma en que se extiende dicha proteccion a P. putida via

regulacion transcripcional no es facil de elucidar.

Es importante tener en cuenta que al tratarse de un regulador de respuesta transcripcional,
la relacion con la proteccion a la bacteria sensible puede ser bastante amplia, incluso, al no
tener mayor informacién sobre el gen mas alla de ser un regulador de respuesta a

elementos xenobidticos, el hecho por el que P. putida no se proteja del estrés podria ser
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debido a la falta de regulacion de moléculas detoxificantes en el interior de K. variicola que
al no ser producidas, no puedan ser exportadas ni captadas por P. putida para combatir el
estrés. No obstante, la red de regulacion transcripcional puede ser a veces tan compleja
que es dificil sacar una conclusion a partir de un gen de este tipo.

Se conoce que el estrés por desecacion desencadena muchas respuestas a nivel
transcripcional, uno de los pocos estudios que han podido demostrar qué genes se
expresan durante la desecacion, ha reportado la expresion de aproximadamente 70
reguladores transcripcionales en B. japonicum que incluyen el AMP ciclico, reguladores de
respuesta de doble componente y factores sigma como ¢** (RpoN) y ¢?* (RpoE) (Cytryn et
al., 2007), no obstante, haber encontrado un dominio que pertenece a la familia de las
proteinas de unién a ADN en respuesta a xenobibticos sugiere que los reguladores
identificados en las mutantes 6 y 16, pueden favorecer la transcripcion de algunos
antioxidantes que remuevan radicales libres de oxigeno y otras sustancias téxicas, como
catalasas, peroxidasas y superoxido dismutasas durante la desecacion, como ocurre en
Anabaena sp., Bradirhizobium japonicum, Rhodococcus jostii y Deinococcus radiodurans
(Katoh et al., 2004; Cytryn et al., 2007; LeBlanc, 2008; Karlin & Mrazek, 2001). Incluso, la
elevada respuesta transcripcional de genes detoxificantes se ha observado en D.
geothermalis y D. radiodurans como un mecanismo mucho mas eficiente que sus sistemas
de reparo de ADN (Makarova et al., 2007).

Pese a todo lo anterior, una cuestion importante a la que debe darse lugar es si la pérdida
de la habilidad de proteccion hacia la bacteria sensible es consecuencia de la mutacién en
el gen que codifica los reguladores transcripcionales en las mutantes 6 y 16 0 es mera
consecuencia de la pérdida de resistencia a la desecacion de la mutante, es por esto que
la interpretacién de resultados con base a estas dos mutantes no suele ser tan clara, incluso
la mutante 85 cuyo gen identificado correspondié a una proteina hipotética, no puede dar
mayor informacién sobre qué papel tiene tal gen en la proteccion de P. putida debido a que

su funcién no ha sido reportada.

Pese a lo anterior, los resultados con la mutante 51 mostraron mayores probabilidades de
conocer el papel de la serina-O-acetyltransferasa en la proteccion de P. putida contra la
desecacion ya que por un lado, los andlisis de alineamiento mostraron el mayor porcentaje
de similitud con las muestras obtenidas por PCRs arbitrarias y por otra parte, la funcién del

gen identificado se encuentra ampliamente reportada en la literatura. Cabe sefialar que al
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ser esta mutante muy resistente a la desecacion por si misma, se puede descartar la
posibilidad de que la pérdida de proteccion hacia P. putida se deba a la incapacidad de la

mutante de sobrevivir a la desecacion.

La serina-O-acetiltranferasa (SAT) y la O-acetilserina sulfurilasa (OASS) forman un
complejo denominado “complejo cisteina sintasa” que participa en una ruta biosintética de
dos etapas que conducen a la formacién de L-cisteina (Kredich et al., 1969; Campanini et
al., 2005). Como primer paso en la sintesis de cisteina, SAT transfiere el grupo acetilo de
un acetil-CoA a una serina para formar O-acetilserina, posteriormente, en la segunda
reaccion, OASS reemplaza el grupo acetoxi de la cadena lateral de la O-acetilserina por un
tiol (-SH) obtenido del sulfuro inorganico que actiia como donador tal como se indica en la
siguiente reaccion (Jez & Dey, 2013; Johnson et al., 2005).

acetyl-CoA
O ::'eT/ suffide
oH Coh. J-» ,[ ;, J:s
_H:{N mz- "'H N EO 3 'HEN C’DE
saring G‘-ﬂEET!.-'lEE!FInQ cystaine
Serine O-Acetylserina
Acetyltransferaze (SAT) Sulthydrylase (OASS)

La actividad de SAT es regulada por retroalimentacion del producto final, es decir, por la
misma L-cisteina, la cual se une al C-terminal de la enzima e induce un cambio
conformacional que previene la union con otros acetil-CoA y con la enzima OASS evitando
la formacion del complejo cisteina sintasa para detener la produccién de cisteina (Zhao et
al., 2006; Lu et al., 2014).

De esta manera, las bacterias y plantas pueden asimilar e incorporar el sulfuro inorganico
a componentes esenciales para la célula como el aminoacido cisteina, el cual es
posteriormente utilizado como metabolito principal para la sintesis de otros compuestos que
contienen sulfuro, como metionina, glutatién, tripanotion, coenzima A, hipotaurina, taurina
y cisteamina, que ademas tienen diversas funciones en la célula (Jeelani et al., 2014;
Bonner et al., 2005).

Se ha reportado que las propiedades fisicas y quimicas de la L-cisteina son determinantes

para su funcionalidad. Este amino&cido reacciona facilmente con compuestos electrofilicos
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gracias a que el grupo tiol de su estructura es fuertemente nucleofilico, es por esto también
que la cisteina tiene alta afinidad por los metales y se le asocia con propiedades reductoras
de sustancias oxidantes, de manera que al igual que otros tioles de bajo peso molecular,
se emplea en buffers protectores para evitar los dafios de la toxicidad por ROS (Poole,
2014; Fahey, 2013). No obstante, la alta reactividad del grupo tiol también hace que la L-
cisteina se autooxide y sea altamente toxica para la célula ya que los productos de tal
autooxidacion incluyen ROS que pueden causar dafio directo al ADN (Park & Imlay, 2003;
Fahey, 2013).

El hallazgo de una mutante alterada en la produccion de la enzima serina-O-
acetiltransferasa, una enzima crucial en la ruta de biosintesis de cisteina, que deja de
proteger a P. putida de la desecacion, sugiere que posiblemente la cisteina tenga un papel
muy importante durante el estrés; incluso si la cisteina no es directamente responsable de
la proteccién contra la desecacion, bien podrian ser algunos metabolitos sintetizados a
partir de este aminoacido, los que ejerzan el efecto protector. Esto Ultimo es méas probable,
ya que se conoce que la cisteina atrae a los metales pesados y cataliza su autooxidacién
uno o dos ordenes de magnitud mas rapido que la coenzima A o el glutation, por lo que un
mecanismo de la célula para disminuir la autooxidacion de la cisteina, es utilizar este
aminoacido manteniendo su concentracion baja y en una forma menos sensible a la
autoxidacién que la cisteina libre, por ejemplo en forma de otros tioles de bajo peso
molecular que incluyen homositeina, coenzima A, ergotionenina, bacilitiol, micotiol, y-
glutamato-cisteina y glutation, o en otras moléculas reductoras como las glutarredoxinas y
tiorredoxinas (Fahey, 2013; Poole, 2014).

Todas estas formas alternativas, tienen una o dos cisteinas en sus sitios activos cuya
funcién es reducir los puentes disulfuro en las proteinas citoplasmaticas, para mantener su
funcién y el potencial redox en el citoplasma, asimismo la biosintesis de cisteina en la célula
ayuda a mantener un pool apropiado de tioles con los cuales atacar y detoxificar a la célula

de especies reactivas de oxigeno (Turnbull & Surette, 2010; Poole, 2014).

Existen evidencias de que la cisteina y varios metabolitos con cisteina en su estructura
tienen una funcion muy importante para enfrentar el estrés oxidativo. Un estudio con
Salmonella tiphymurium demostré que la L-cisteina es crucial para resistir el estrés
oxidativo generado por la presencia de antibidticos durante la diferenciacion al estado

swarm de las células, ya que se observo que mutantes auxoétrofas en la produccion de L-
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cisteina, disminuyen notablemente la concentracion de tioles reducidos y glutatién en el
citoplasma y como consecuencia, la célula queda susceptible a los radicales libres que
genera la exposicién de antibidticos como la ciprofloxacina, polymixina y gentamicina
(Turnbull & Surette, 2010; Turnbull & Surette, 2008).

Otros estudios han demostrado que mutantes de E. coli en los genes cysE o cysB que
codifican para la serina-O-acetiltransferasa, como es el caso de la mutante de interés en
este estudio, y la O-acetilserina sulfurilasa respectivamente, son completamente incapaces
de sintetizar cisteina y son altamente sensibles a la exposicion de algunos agentes
oxidantes como el telurito de potasio, cadmio y cromato, cuya oxidacién genera radicales
superoxido y causa un desquilibrio en el potencial redox intracelular (Fuentes et al., 2007;
Ackerley et al., 2006; Helbig et al., 2008).

Otros estudios mostraron la capacidad de la N-acetil-L-cisteina para reducir el dafio
oxidativo inducido por radiacién ultravioleta en la cianobacteria Anabaena sp. (He & Hader,
2002); incluso el mismo efecto de la N-acetil-L-cisteina ha sido observado en el alga
Chlorella vulgaris y la soya Glycine may var. Hood dando como resultado un incremento
significativo de tioles totales y la evidente disminucion de radicales libres generados por la
radiacion (Malanga et al., 1999).

De acuerdo a lo anterior, la incapacidad de sintetizar cisteina tiene como principal
consecuencia la disminucion de tioles y antioxidantes en el citoplasma, considerando que
la cisteina es parte estructural de los sitios activos de tales moléculas, es posible pensar
que el efecto de proteccion hacia P. putida observado en el presente estudio sea debido a
la incorporacion de alguno de estos antioxidantes més que a la incorporacion de cisteina

libre.

La mayoria de las moléculas antioxidantes que se mencionaron anteriormente como formas
alternativas para evitar la alta reactividad de la cisteina libre han sido halladas tanto en
eucariotas como en procariotas; algunas como el bacilitiol deben su nombre a que han sido
encontradas en géneros especificos como Bacillus. Sin embargo, pese al gran nimero de
antioxidantes conocidos, el glutation ha resultado ser el tiol mas comuin y por tanto mas
estudiado en ambos dominios, con la diferencia de que en los procariotas se han observado
también diversos homdlogos del glutation, lo que sugiere que la ruta biosintética del
glutation pudo haber evolucionado varias veces a lo largo del tiempo para tolerar el cambio

de la toxicidad por la presencia del oxigeno en la atmésfera (Fahey et al., 1978; Fahey,
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2013).

El glutatiéon es considerado el agente principal en la manutencion del ambiente intracelular
y la proteccién de la célula contra el dafio oxidativo en bacterias Gram-negativas, ya que
esta ausente en la mayoria de las Gram-positivas (Fahey et al., 1978). Existen varios
trabajos relacionados a la funcién del glutation como primera respuesta contra el estrés
oxidativo en vertebrados, plantas, levaduras, actinobacterias y diversos grupos de
proteobacterias; incluso se ha encontrado que el glutation también ejerce un efecto
protector contra el estrés por congelacion y durante la liofilizacion, ya que se demostré que
Lactobacillus sanfranciscensis mantiene la estructura de su membrana intacta después de
someterse a tales procedimientos cuando se agrega glutation al medio durante su
crecimiento (Zhang et al., 2010).

Un mecanismo posible por el cual el glutatiébn podria proteger la membrana celular es que
el glutation prevenga la oxidacion de los dobles enlaces de carbono de los acidos grasos
insaturados de la membrana evitando que pasen al estado saturado y la membrana pierda
flexibilidad durante el estrés; esto ha sido demostrado en S. cerevisiae y L. sanfranciscensis
los cuales al ser tratados previamente con glutatibn, mostraron un aumento de acidos
grasos insaturados durante el estrés oxidativo inducido por peroxido de hidrégeno vy el
estrés por congelacion respectivamente, asi como la proteccion de los grupos sulfuro de

las proteinas de membrana (Steels et al., 1994; Espindola et al., 2003; Zhang et al., 2010).

Es importante resaltar que el estrés por desecacion implica también otros tipos de estrés,
algunos autores mencionan que una de las caracteristicas mas importantes de los
anhidrobiontes es que sufren menor dafio oxidativo durante la desecacién que los
organismos sensibles y que aquellos organismos resistentes han desarrollado estrategias
para contrarestar la toxicidad del oxigeno aumentando la eficiencia de sus antioxidantes
(Oliver et al., 2001; Espindola et al., 2003; Franca et al., 2007; Kranner & Birtic, 2005).
Incluso, se sugiere que el dafio por estrés oxidativo podria ser la mayor causa de muerte
celular durante la desecacion ya que las ROS dafian directamente al ADN (Potts, 1994;
Frederickson et al., 2008).

Lo anterior podria explicar porqué una enzima involucrada en la sintesis de una parte
estructural tan importante de algunos antioxidantes, tiene efectos relevantes en la
supervivencia a la desecacion. Sin embargo, sugerir que P. putida KT2440 podria

incorporar algun antioxidante sintetizado por K. variicola T29A2 para sobrevivir a la
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desecacioén, implica que tal antioxidante debe ser exportado al medio.

Algunos estudios han demostrado que existen transportadores especificos de cisteina y de
algunos tioles de bajo peso molecular, principalmente de glutatiébn, que expulsan o
incorporan estas moléculas dentro y fuera de la célula. Diversos autores proponen que la
sintesis de glutation y otros antioxidantes, asi como su transporte al interior y exterior celular
son mecanismos para mantener un pool apropiado de cisteina en la célula (Smirnova et al.,
2012; Bachhawat et al., 2013; ), esto sugiere que K. variicola, como supuesta productora
de los antioxiantes que utiliza P. putida para su proteccion, debe contar con transportadores
que le permitan importar cisteina del medio o bien exportar antioxidantes con este

amino&cido en su estructura para mantener el balance de cisteina intracelular.

Para corroborar que K. variicola cuenta con la capacidad de exportar cisteina, se realiz6
una busqueda por alineamiento masivo en el banco de genes de transportadores
especificos de cisteina y de glutatién, al ser el antioxidante mas documentado. El analisis
mostré que K. variicola posee sistemas tanto exportadores como importadores de glutation
que también se encuentran reportados como transportadores de cisteina, ya que se
encontraron valores de similitud significativos con las secuencias de otros sistemas de
importacion y exportacion de glutation de otras especies previamente descritos con las que
se realiz6 la busqueda (Tabla Il). Tales resultados confirman la posibilidad de que la cisteina
o el glutation sintetizado por K. variicola puede ser exportado al medio externo donde P.

putida podria incorporarlos y utilizarlos como moléculas protectoras contra la desecacion.

No obstante, este Ultimo hecho también implicaria que P. putida tiene al menos
importadores especificos de glutatién o cisteina para poder incorporar estos péptidos del
medio externo al citoplasma. De acuerdo a los resultados del andlisis por alineamiento
masivo, los valores significativos de alineamiento se observaron Unicamente con sistemas
de importacion de glutation en el género Pseudomonas, contrario a los sistemas de
exportacion que pese a que se encontraron en algunas especies del género, no se tomaron
en cuenta por no tener valores significativos de similitud con las secuencias comparadas.
Especificamente P. putida KT2440 presento6 el mayor valor de significacia con una proteina
de unién a ATP reportada en la base de datos publica como una de las partes de un

transportador de opinas (Tabla Il1).

Las opinas son aminoacidos poco comunes derivados de carboxietii o

dicarboxipropilarginina y del acido glutamico y manitol; en general son péptidos pequefios
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y de bajo peso molecular que son usados como fuente de carbono y nitrégeno por algunas
bacterias (Venturi & Fuqua, 2013). Estas moléculas se conocen bien en Agrobacterium
tumefasciens, que posee genes para el catabolismo de distintas opinas codificados en el
plasmido Ti. Cuando A. tumefasciens transforma su material genético a las plantas que
infecta, induce una elevada sintesis de opinas; de las cuales se nutre para poder
establecerse y sobrevivir en los tumores causados a la planta (Kim & Farrand, 1996).
Aunque la mayoria de opinas fueron descritas a partir de ambientes tumorales se ha
encontrado que las opinas son utilizadas por otras bacterias que no pertenecen al género
Agrobacterium, principalmente por diversas Pseudomonadaceas y Rhizobacterias
(Bergeron et al., 1990).

La estructura quimica de las opinas sugiere que estas podrian ser transportadas por un
sistema similar al del glutation o cisteina, lo que podria explicar la similitud entre las
secuencias de transportadores de glutation comparadas y el sistema de transporte de
opinas en P. putida KT2440. Dado que se ha reportado que el glutation no siempre requiere
de transportadores especificos, es posible que este sistema de importacion de opinas
hallado en P. putida pudiera ser el que incorpore la cisteina o glutation sintetizados por K.
variicola, sin embargo, aln no existen reportes de que tal sistema de P. putida también
cumpla la funcién de incorporar antioxidantes de bajo peso molecular para su proteccion,
no obstante, para Haemophilus influenzae, un auxétrofo natural de cisteina y glutation, las
dipéptido permeasas codificadas en el operén DppBCDF son capaces de importar glutation
del medio extracelular; estas dipéptido permeasas aunque no son especificas para el
transporte de glutation, mostaron tener una alta afinidad al glutatiéon al igual que a otros

péptidos pequefios (Vergauwen et al., 2003).

En la literatura, hay un gran nimero de reportes sobre la circularizacion de glutatién dentro
y fuera de la célula. En E. coli, se ha observado que cuando el glutatién reducido (GSH) en
su forma activa, reacciona con ROS y otros elementos toxicos, se convierte a su forma
oxidada (GSSH), la cual si se acumula dentro de la célula es altamente toxica, por lo que la
célula expulsa el glutation oxidado al exterior donde puede volver a su forma reducida
gracias a las condiciones del medio externo; una vez en su forma activa, puede ser
incorporado de nuevo para reutilizarlo contra mas ROS dentro de la célula (Smirnova et al.,
2012; Smirnova & Oktyabrsky, 2005). Otros autores mencionan que el transporte de
glutation ademas de ser Util para enfrentar el estrés oxidativo, también sirve para incorporar

cisteina del medio externo como fuente de sulfuro para el metabolismo de la célula (Poole,
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2014), no obstante, en el presente estudio, podemos descartar que el importe de glutatién
o cisteina haya ocurrido para el metabolismo de alguna de las dos bacterias estudiadas, ya
gue tanto K. variicola como P. putida cointeraccionaron en un medio rico; sin embargo, de
acuerdo a lo anterior, podemos sugerir que pese a que K. variicola exportara glutation en
forma oxidaday téxica, P. putida podria incorporar y reciclar esas moléculas una vez vueltas

a su forma activa en el medio externo.

Aunque mucho en la literatura parece indicar que la ausencia de glutation como
consecuencia de la falta de cisteina en la célula podria ser la causa de la disminucién de la
supervivencia frente a diferentes tipos de estrés, es importante tener en cuenta que el
glutation no es el Unico agente protector contra el estrés oxidativo, una sola célula puede
sintetizar diversas moléculas protectoras contra el dafio oxidativo e incluso responder a este
estrés con vias alternativas a la sintesis de cisteina como la expresion de los regulones
oxyR y soxRS, que son bien conocidos por ser una defensa antioxidante adicional a través
de los cuales se expresan diferentes enzimas especificas como las catalasas y las
superoxido dismutasas tal y como ha sido observado en mutantes auxotrofas de cisteina
de S. tiphymurium (Fuentes et al., 2007; Turnbull & Surette, 2010).

Otros estudios han demostrado que la sintesis de glutation y otras moléculas reductoras
como la tioredoxina 1, tioredoxina 2 y tioredoxina reductasa no son esenciales para la
supervivencia de E. coli (Fuentes et al., 2007); este hecho, al igual que la posible expresion
de otras vias de defensa contra el estrés oxidativo y la sintesis de diversas moléculas
antioxidantes explica por qué la mutante de interés (mutante 51) de este estudio pudo
sobrevivir al estrés por desecacion por si misma sin ser capaz de sintetizar cisteina; lo cual
sugiere gque puede contar con otros antioxidantes que le ayuden a resistir el estrés y que

pueda no exportar para beneficio de P. putida.

Por otra parte, respecto a P. putida KT2440, existen algunos estudios sobre su tolerancia
al estrés oxidativo ya que es considerada como una bacteria capaz de mineralizar
compuestos téxicos que generan radicales superoxido y peroxido de hidrégeno; en relacion
a esto Unicamente se ha reportado que P. putida cuenta con un homologo al regulén SoxR
de E. coli, no obstante, este homoélogo ha resultado funcionar de forma diferente al regulon
SoxR de E. coliy S. typhimurium, ya que se encontré que ninguno de los genes de P. putida

inducidos por estrés oxidativo es dependiente de este operdn (Park et al., 2006).

Otros estudios con P. aeruginosa mostraron resultados similares que sugieren que SoxR
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no es un regulador clave para la respuesta al estrés oxidativo (Palma et al., 2005). Por otro
lado, algunos estudios protedmicos han demostrado que el estrés por congelacion también
induce una respuesta antioxidante; en P. fluorescens BA3SM1 se observaron incrementos
notables en la expresién de muchas proteinas involucradas en la resistencia al estrés
oxidativo como las aldehido deshidrogenasas, oxidorreductasas, diversos sistemas de
transporte ABC y la lactocil-glutation-liasa, esta ultima confirma la participacion del glutation
para combatir el estrés oxidativo causado por bajas temperaturas (Poirier et al., 2014).

Lo anterior sugiere que al menos en el género Pseudomonas, el glutation también tiene una
funcién importante contra el estrés oxidativo, incluso, se encontré que P. putida KT2440 es
capaz de sintetizar glutatién y cisteina por la misma ruta biosintética que K. variicola, sin
embargo, como se menciond en la seccion anterior, la secuencia del gen que codifica la
serina-O-acetiltransferasa de ambas bacterias no es homaologa ni presenta ninguna similitud
(datos no mostrados).

De acuerdo a lo observado en este estudio, la diferencia en la supervivencia a la desecacion
de P. putida, aparentemente radica en la imposibilidad de K. variicola de sintetizar cisteina
mediante esta enzima, pero considerando que P. putida puede sintetizar estas moléculas
por si misma, una explicacion posible seria que el pool de cisteina o glutation sea mayor
con la aportacion de estas moléculas al medio por K. variicola, lo cual aumentaria su
biodisponibilidad para P. putida y su posible incorporacion para tolerar el estrés
posteriormente, considerando también que la incorporacion de solutos del medio podria ser
mucho mas favorable energéticamente que su sintesis durante el estrés pudiendo observar
una mejor supervivencia en la bacteria. No obstante, esto también podria sugerir que el
antioxidante exportado por K. variicola es de otro tipo o de mayor potencia que el glutatién
para poder ejercer un mejor efecto en P. putida y refuerza ain mas la idea de que no es la
cisteina la que patrticipa directamente en la proteccion de P. putida contra la desecacion,
sino una molécula sulfurada que por las caracteristicas ya descritas anteriormente podria

tratarse de un antioxidante.

Esto dltimo ademas sugiere que uno de los dafios mas significativos que sufre P. putida
cuando se somete a la desecacion es el dafio oxidativo, por lo que mas alla de intentar
mejorar su supervivencia con disacéaridos, exudados de raices y en cointeraccién con
bacterias resistentes a la desecacion como se ha realizado en otros trabajos y el presente
estudio, su supervivencia podria prolongarse con ayuda de antioxidantes adicionados de

forma exdégena como pretratamiento, pudiendo evitar el dafio a la membrana celular e
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impedir el paso de la bacteria al estado viable no cultivable cuando se enfrente al estrés en

condiciones fuera de laboratorio.

Se ha mencionado que la acumulaciéon de solutos compatibles y disacaridos es el
mecanismo principal de los organismos tolerantes a la desecaciéon, dado que es el mejor
conocido, sin embargo, los estudios mas recientes han mostrado que la supervivencia de
las células en condiciones de desecacion es un fenbmeno complejo que involucra un
conjunto de mecanismos coordinados de los cuales los solutos compatibles representan un
solo aspecto (Franca et al., 2007). Los resultados de este estudio muestran la importancia
de otros tipos de estrés involucrados en la desecacién asi como lo han hecho otros estudios
que demuestran la correlacion entre la tolerancia a la desecacion y el incremento del
potencial antioxidante para enfrentar el dafio oxidativo (Kranner et al., 2005; Francga et al.,
2007; Espindola et al., 2003).

Asimismo, el presente estudio permitié conocer un mecanismo distinto a los ya reportados
sobre la cointeraccién benéfica entre especies, ya que la mayoria de estudios sobre
cointeracciéon se enfocan a la coexistencia de dos o mas especies bacterianas durante la
formacion de biofilm enfrentando algunos tipos de estrés ejercidos por la presencia de
antibiéticos y diversos compuestos organicos (Simoes et al., 2008; Cowan et al., 2000;
Burmolle et al., 2013; Narisawa et al., 2008). En contraste, este estudio mostré la capacidad
de una bacteria sensible para beneficiarse de otra resistente incluso antes de ser sometida
al estrés, lo que podria explicar cbmo es que P. putida se encuentra tan ampliamente
distribuida y es considerada como una bacteria con alto grado de adaptabilidad a las

condiciones de los habitats que coloniza.

Ya que P. putida KT2440 es considerada una bacteria de gran interés por sus habilidades
de biorremediacion (Margesin & Schinner, 2001; Ramos-Gonzalez et al., 2001; Jiménez et
al., 2002), y recientemente por su habilidad de promover el crecimiento en plantas (Morales-
Garcia, 2011); los resultados de este estudio pueden contribuir al mantenimiento o mejora
de su supervivencia en condiciones de desecacion, lo cual es relevante si esta bacteria se
aplica o utiliza en inoculantes bacterianos para mejorar el crecimiento de cultivos o

biorremediar suelos expuestos a periodos largos de sequia en regiones aridas o semiaridas.

Respecto a lo anterior, los resultados de este estudio también pueden ser utilizados como
criterio para la seleccion de especies que integren un inoculante, ya que podran

seleccionarse buenas cepas promotoras del crecimiento pese a ser sensibles a la
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desecacion, siempre y cuando se cologuen en conjunto con otras que sean resistentes al
estrés por desecacion en vista de que no siempre las bacterias que mejor promueven el

crecimiento son las mas resistentes a diversos tipos de estrés.

Cabe sefialar que en estudios posteriores, la herramienta bioinforméatica utilizada en este
trabajo tiene mayores alcances, ya que una vez caracterizada la molécula o moléculas
protectoras, se podra realizar la busqueda masiva de especies bacterianas productoras de
tales moléculas y de las especies con transportadores capaces de incorporarlas para su
proteccion, pudiendo hacer conjuntos de especies compatibles que logren tal efecto

benéfico entre ellas y posteriormente ir disefiando nuevos inoculantes bacterianos.

Finalmente, es importante resaltar que elucidar en lo mayor posible los distintos
mecanismos de resistencia contra la desecacién permitira desarrollar nuevos métodos para
preservar materiales bioldgicos que normalmente no resisten la deshidratacion, lo cual es

de gran importancia para la industria, particularmente para la industria médica y agricola.
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IX. Conclusiones

Los modelos de estudio utilizados en este trabajo, P. putida KT2440 como bacteria
sensible y K. variicola T29A2 como bacteria resistente, mostraron que la
supervivencia a la desecacion de la bacteria sensible que ha interactuado
previamente con la resistente, mejora significativamente respecto a su

supervivencia cuando es sometida al estrés por si sola (p<0.0001).

La protecciéon de P. putida KT2440 ocurre cuando cointeracciona con K. variicola
T29A2 varias horas antes de someterse al estrés por desecacion, lo cual implica
gue P. putida podria incorporar determinadas moléculas sintetizadas por K. variicola
para tolerar el estrés.

Mediante las PCRs arbitrarias, se amplific6 una region adyacente al transposon
miniTn5 insertado en el gen mutado en las 4 mutantes de interés, lo que permitid
identificar la funcién de estos genes en la proteccion de P. putida KT2440 contra la

desecacion.

Los genes identificados en este estudio, que aparentemente tienen un papel
importante en la proteccion de P. putida KT2440 contra la desecacién, corresponden
a dos reguladores transcripcionales con un dominio de unién a ADN en respuesta a
elementos xenobidticos, una proteina hipotética cuya funcién no esta reportada en
el banco de genes, y una serina-O-acetiltrasnferasa involucrada en la sintesis de

cisteina.

Se determind la posible funcién de la serina-O-acetiltransferasa en la proteccion de
P. putida KT2440 contra la desecacion, ya que fue el gen que presentd mayor
similitud con la secuencia obtenida de una de las mutantes de interés mediante
PCRs arbitrarias (Ident=100%).

Dado que gran parte de la literatura menciona al glutation como el principal
antioxidante cuya cisteina en su sitio activo es crucial para su funcién protectora
contra el dafio oxidativo, se realiz6 una busqueda por alineamiento masivo de
transportadores de glutation en diversas especies del género Pseudomonas y

Klebsiella, el cual mostré que K. variicola presenta tanto sistemas de exportacion
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como de importacion de glutation, mientras que P. putida KT2440 Unicamente
mostré similitud con un sistema de importacion de glutatién reportado en como un

transportador de opinas.

De acuerdo a los resultados del andlisis por alineamiento masivo, este estudio
sugiere que K. variicola T29A2 es capaz de exportar antioxidantes como el glutatién
durante su crecimiento en cointeraccion con P. putida KT2440, y que esta ultima
podria importar tales antioxidantes del medio externo para protegerse
posteriormente de la desecacion.
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X. Perspectivas

Seguir explorando la banca de mutantes de K. variicola T29A2 en busca de otras
mutantes que pierdan por completo la habilidad de proteger a P. putida KT2440 de
la desecacidn, con la finalidad de identificar los genes de mayor importancia en este

mecanismo de cointeraccién benéfica.

Realizar la complementacion del gen sat de la mutante 51 para confirmar
molecularmente su participacion en la proteccién de P. putida KT2440 contra la
desecacion.

Una vez complementada tal mutante, evaluar si P. putida KT2440 sobrevive al
estrés por desecacion como lo hace cuando cointeracciona con K. variicola T29A2

silvestre.

Habiendo recuperado el fenotipo de interés en P. putida KT2440, evaluar su
supervivencia a la desecacion con la adicién exdgena de cisteina, glutation o de
diferentes tioles de bajo peso molecular, que de acuerdo a los resultados de este
estudio, son los mas probablemente involucrados en la proteccién de P. putida

contra este estrés.

Evaluar la supervivencia a la desecacion de P. putida KT2440 después de crecer en
el sobrenadante de un cultivo de K. variicola T29A2, con la finalidad de comprobar
si se cumple el mismo efecto protector observado cuando cointeraccionan

fisicamente ambas bacterias.

Identificar y caracterizar quimicamente el metabolito producido por K. variicola
T29A2 responsable de la proteccion contra la desecacion, para posteriores

aplicaciones en la proteccion y preservacion de microorganismos.

Ante la relacion filogenética de K. variicola T29A2 con otras especies patégenas del
género Klebsiella, es conveniente continuar la busqueda de bacterias no patdgenas
y promotoras del crecimiento en plantas que sean altamente resistentes a la
desecacion para explorar su capacidad de proteger a bacterias sensibles, con

posibilidades futuras de disefiar nuevos inoculantes bacterianos.
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ANEXO 1
Pruebas de crecimiento en diferentes medios de cultivo para la identificacion de medios
selectivos para los modelos de estudio P. putida KT2440 y K. variicola T29A2, asi como
para otras bacterias utilizadas en el LEMM.

Pseudomonas Klebsiella Enterobacter Azospirilum Burkholderia Burkholderia

putida varicola sp. brasilense sacchari unamae
BAC + + + + + +

LB ++ ++ ++ + + +

Rojo + + + + + +
Congo

Mac ++ ++ ++ - - -
Conkey

LB Cm80 ++ ++ ++ + + +
ng

Citrato de ++ + + - - +
Simon

Cm80ng

Citrato de ++ - - - - -
Simons

Cm150ug

Sal- - + + - - -
manitol

Sal- - ++ ++ - - -
manitol

50%

Sal 50% - ++ ++ - - -

Manitol - - + - - -
50%

Dextrosa + + ++ - ++ ++
Sabouraud

LGI + + + + + +

LGI + + + - + ++
Cm100 ng
Medio minimo

Sacarosa
D-Glucosa

Myo-
Inositol
Fructosa

Xilosa
D-manitol + + + -
TESMA

pH5 - -
pH 6
pH 6.7
pH7
pH 8
pH9
pH 10

+ + + + 4+
+ + + + 4+
+ + + + + o+
+ + + + 4+
o+ o+ o+
G+ o+ o+
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Pseudomonas Klebsiella Enterobacter Azospirilum Burkholderia Burkholderia

putida varicola sp. brasilense sacchari unamae
LB
pHi 5 - - - - - -
pHi 6 - + + - - +
pHi 8 + + + - -
pHi 9 + + + - -
pHi 10 + + + - - -
LB - PbCl2
0.25 mM + + - - -
0.5 mM + + - - -
1 mM + + - - -
2mM - + + - - -
LB - CuSOq4
0.25 mM ++ ++ ++ + - -
0.5 mM ++ ++ ++ - - -
1mM ++ ++ ++ - - -
2mM ++ ++ ++ - - -
4 mM + + + - - -
LB - ZnSO4
0.25 mM ++ ++ ++ + - -
0.5 mM ++ ++ ++ - - -
1mM ++ ++ ++ - - -
2mM ++ ++ ++ - - -
LB - CeHsCOONa
0.25 mM + + + - - -
0.5 mM + + + - - -
1mM ++ ++ ++ - - -
2mM ++ ++ + - - -
4 mM + + - - - -
LB - CoCl2
0.25 mM + + + + - -
0.5 mM + + + - - -
1 mM - + + - - -
Dicloxacilina
30 ug ++ ++ ++ - - -
50 ug ++ ++ ++ - - -

Kanamicina (Km)

30 pg - - - - - -
50 ug - - - - - -
100 ng - - - - - -
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Pseudomonas Klebsiella Enterobacter Azospirilum Burkholderia Burkholderia

putida varicola sp. brasilense sacchari unamae

Eritromicina

30 ug ++ ++ ++ + +

50 pg ++ ++ ++ + +

100 ug ++ ++ ++ - -

Cefalaxina (CTX)

30 ug - + - - - -
50 ug - - - - - -
100 pg - - - - - -
Gentamicina (Ge)

30 ug - - - - - -
50 ng - - - - - -
100 pug - - - - - -
Amicacina (Ak)

30 ug - - - - - -
50 ng - - - - - -
100 pg - - - - - -
Cetrazona (Cro)

30 ng - - - + - -
50 ng - - - + - -
100 pug - - - + - -
Tetraciclina (Te)

30 ug ++ ++ - - - -
50 ng - - - - - -
100 ng - - - - - -
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ANEXO 2
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