BENEMERITA
UNIVERSIDAD AUTONOMA DE PUEBLA

ESCUELA DE BIOLOGIA

Estudios de resistencia
a la desecacion de Burkholderia tropica MTo293
y su capacidad de colonizacion en maiz amarillo.

Tesis
presentada como requisito para obtener el titulo de
Licenciado en Biologia

Presenta
Fernando Xicale Nava

Director de Tesis:

D.C. Yolanda Elizabeth Morales Gracia

OCTUBRE 2015




Este trabajo fue realizado con el apoyo de CONACYT 156576, DITC02015-29, VIEP
NAT15-1 y Apoyos a CA-262, en el Laboratorio de Ecologia Molecular Microbiana del
Centro de Investigaciones en Ciencias Microbioldgicas-ICBUAP.

Xicale-Nava F., (2015).



AGRADECIMIENTOS

A mi madre Graciela Nava Lobato por darme la vida, sembrar en mi un
espiritu critico, inculcarme desde nifio la idea de terminar una carrera profesional y
hacer de mi un chico con caracter, por protegerme como una fiera cuando mas
vulnerable fui y mostrarme que tenia mucho camino por recorrer en éste maravillosa
ruta de lo que denominamos vida. A mi padre Claudio Xicale Zamora por dejarme
volar desde muy joven, permitiéndome tomar mis propias decisiones y ser yo el
anico responsable de lo que acontece en mivida y a Dios, ese que tiene mil nombres

pero que soélo busca hacer de mi una persona correcta, humilde y dadivosa.

Mi mas sincero reconocimiento, respeto y afecto a quien ha sido parte de mi
familia en éstos ultimos 14 afios de mi vida la Dra. Alicia Inés Bernard Menna por
ser para mi un referente de dedicacion, calidad moral, talento, caridad y muchas
otras cualidades, por servirme de apoyo académico, econdmico y espiritual, siendo
imprescindible para lograr mucho de lo que he logrado obtener en mi vida, mil
gracias por todo esto y seguro estaremos en muchas experiencias mas. A todas las
mujeres que me dieron fuerza en distintas etapas de mi vida, mis abuelas, mis tias:
Judith, Fabiola y Sonia, a mis profesoras Elena de la Luz Dominguez, Marlene
Martinez Cornejal, Dolores Ramos Vera, Tomasa Marroquin Bravo, Marie-
Francoise Blanchot (por regalarme momentos maravillosos de alegria y mimos),
Dalia Molina Romero (por creer en mi y abrirme la mente para trabajar en
microbiologia), a quienes me permitieron compartirles un poco de mi: Emma,
Adelaida, Alita, Zaira, Ana Laura, Dianita, Luz, Pao, Ursula y Hellen, Thalia, Vane
(y lamento si olvidé a alguien), a mis madres co-titulares, Amelia, Elva y Pachis (por

alimentarme). Todas ellas mujeres entregadas a sus ideales y formas de ser.

A los hombres que fueron parte formacién o me brindaron su desinteresado
apoyo: el Prof. Pedro Palma, mi tio Sergio Tecaxco, Dr. Dionisio Juarez Ramén,
Prof. Ernesto Zarate, mi tio Marco Antonio Nava, al Dr. Miguel Segui LLin4s y al Dr.

Jesus Muiioz Rojas por hacerme un espacio en su nutrido grupo de investigacion.

Xicale-Nava F., (2015).



A Rene Rivera Bonilla por todas las experiencias de vida tan bonitas que
compartimos y que deseo seguir compartiendo, por ser un confidente y amigo,
compafiero de juerga, de aprendizajes y de momentos dificiles, por ser un hermano,

complice y compinche, gracias.

A mi grupo de laboratorio en especial a Osvaldo por sus multiples consejos
académicos, a Jessie por generarme nuevas metas y formas de conocerme, a Dalia
Juarez por ayudarme y a todos en general por nutrirme de nuevas y mejores ideas

todos los dias.

A mis cuates de vida Federico, Noé (Huesos), Gustavo y demas personas

gue me han acompafiado en el camino.

A mi asesora de tesis D. C. Yolanda Elizabeth Morales Garcia por su
paciencia en la revision de mi trabajo asi como por las aportaciones de mis

sinodales D. C. Rocio Pérezy Terrén y a la M. C. Dalia Molina Romero.

A mi escuela por proveerme de las herramientas necesarias para construir

conocimiento.
A la vida por ser tan benévola conmigo aun cuando en algiin momento no lo

pudiese ver asi y por permitirme intentar comprenderla desde sus particulas hasta

sus interacciones, dejandome caminar la sinuosa pero mégica ruta de la Biologia.

Xicale-Nava F., (2015).



RESUMEN ....oooveeveeen,

INTRODUCCION.............

INDICE

Rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal (PGPR).........ccccoevveeennn..

ANTECEDENTES............

Efectos de la desecacion sobre 1as bacterias.......covve v

JUSTIFICACION..............

HIPOTESIS.......ccovveeen...

OBJETIVO GENERAL.....

ODbjetiVOS PArtICUIAIES. .........oeeeeeeeeee et e e

MATERIAL Y METODOS

CUINVA 0B CIECIHMIENEO. .. ee e e e

EXperimentos de deSECACION...........cocuueiiiee e

Obtencion de SEMIllAS AXENICAS. ... .cu i

Determinacion de adhesion de Burkholderia tropica MT0293 a semillas de

maiz amarillo criollo (Zea

Determinacion de colonizacion de B. tropica MT0293 a semillas de maiz

amarillo criollo (Zea maiz)

11174 P

Estudios de efectos de la desecacién sobre el gen 16S DNAr....................

Anéalisis estadistico

Xicale-Nava F., (2015).

10

11

12
12

13
13
15
18

18

19

19
20



RESULTADOS
Curva de crecimiento en UFC/ml de Burkholderia tropica MT0293..............
Adhesion de Burkholderia tropica MT0293 a semillas de maiz amarillo.......

Colonizacion de Burkholderia tropica MTo293 en raices de plantas de maiz

2 101 1= 1 811 (o TR

Pérdida de Agua €n DeSECACION...........ccoeiiciviiiiiiiiiieeeeee e
Determinacion de resistencia a la desecacion de B. tropica MT0293..........

Extraccion de DNA de B. tropica MT0293 antes y después de la
[0 L=ESY=Tox= Tox o ] o 1SR

Amplificacion del gen 16S DNAr por PCR de B. tropica MT0293.................
Comparacion entre secuencias del gen 16S DNAr antes y después de la
[0 L=TSY=Tox= Tox o ] o 1TSS

DISCUSION .o ettt et

CONCLUSIONES ...

PERPECTIVAS .. e

BIBLIOGRAFI A ..o et

AN X O oo e e

Xicale-Nava F., (2015).

21

21

22

23

24

25

26
27

28

29

31

32

33

42



RESUMEN

En el presente trabajo se determind la resistencia a la desecacion de
Burkholderia tropica MT0293, una bacteria con potencial promotor del crecimiento
vegetal. Primero se realizd una curva de crecimiento de B. tropica MT0293 para
determinar el tiempo requerido para alcanzar su fase estacionaria y asi realizar los
ensayos de desecacion en esta etapa. Después se sometieron a desecacion
alicuotas de 500ul de suspension bacteriana, a una humedad relativa de 50% y una
temperatura alrededor de 35°C. Cada tres dias, cinco tubos con muestra desecada
fueron rehidratados y se cuantificé por goteo en placa el nimero de UFC/mI
sobrevivientes con una hidratacion corta (1h) e hidratacion prolongada (24h)
observando nimeros mayores en la segunda condicion. El siguiente experimento
consistié en extraer DNA total de las bacterias antes y después de la desecacion, al
que se le amplificé el gen 16S DNAr por PCR. Después de cuantificar en Nanodrop
y de corroborar por electroforesis en gel de agarosa la presencia del gen 16S DNAr,
se mando a secuenciar. Las secuencias obtenidas se compararon, para explorar
posibles cambios ocurridos entre las secuencias del gen 16S DNAr antes de la
desecacion y aquellos obtenidos después de la desecacidén. También se exploro la
capacidad de B. tropica MT0293 de adherirse a las semillas y para colonizar a la
raiz en plantas de maiz amarillo, asi como su capacidad para promover el

crecimiento de la planta.

Xicale-Nava F., (2015).



Introduccién

Existe una gran posibilidad de que el primer reverdecimiento del paisaje
terrestre se haya dado gracias a la presencia de bacterias y algas verdes aun antes
del precambrico, hace mas de 300 millones de afios sin embargo, no fue sino hasta
que los niveles de oxigeno atmosférico en la tierra aumentaron, que se pudo formar
una capa de 0zono, misma que proporciono proteccion a la tierra contra los efectos
dafinos de los rayos ultravioleta y de onda corta, permitiendo la invasion de la Tierra
por plantas y animales en grandes cantidades (Scott; en Weber 1989). Visto asi, si
las bacterias han estado presentes desde millones de afios atrds, han tenido que
adaptarse a distintas condiciones ambientales, desarrollando mecanismos
eficientes para enfrentar las adversidades de su entorno. Se estima que solo se ha
aislado alrededor del 1% de las bacterias existentes (Amann et al., 1995; Curtis et
al., 2002; Hughes et al.,, 2001) no obstante dada la informacion genética que
contienen estos microorganismos se les considera como el mas vasto y valioso
reservorio de informacion para ser usado con fines agrobiotecnologicos (Morales
Garcia, 2013).

Las bacterias son organismos unicelulares microscopicos sin nucleo definido
por una membrana por lo cual se les conoce como procariotas y se ubican en el
reino monera. Su reproduccion es principalmente asexual por fision binaria, su
morfologia puede ser: esférica, cilindrica, espiral o en forma de coma (vibrion),
pudiéndose agrupar en pares, racimos y cadenas, estando presentes en casi todos
los ambientes naturales. Tienen un s6lo cromosoma ubicado en el nucleoide, con
un DNA circular y algunas bacterias llegan a tener plasmidos, que son pequefios

lazos de DNA sueltos en el citoplasma (Murray et al., 2009).

A pesar de lo “simples” que pueden resultar estos microorganismos, segun
su metabolismo las bacterias acido lacticas pueden impactar en la industria lechera
en la elaboracién de quesos y derivados de lacticos (Parra-Huertas, 2010). Las

fermentadoras en la produccién de vinagre (Ferreyra et al., 2014), las fijadoras de
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nitrogeno (diazotroficas) beneficiando el crecimiento de algunas plantas (Sessitsch
et al., 2002), las saproéfitas como degradadoras de materia organica o las
antagonistas de patdgenos a la raiz y promotoras de crecimiento vegetal (Caballero-
Mellado, 2006).

En ecologia de suelos se ha observado que la estabilidad de las bacterias
edéficas radica en las redes de interacciones con otros microorganismos y su
entorno, por lo tanto, la capacidad de autoorganizacion de los sistemas complejos,
puede inducir incluso mecanismos de defensa contra fitopatégenos del suelo en
plantas, mostrando la compleja relacibn microorganismo-planta y su importancia en
el sustento alimenticio para el humano y muchos otros seres vivos (Bautista-Calles
et al., 2008).

Rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal (PGPR)

Las rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal (PGPR de sus siglas en
inglés “Plant Growth Promoting Rhizobacteria”) son bacterias que habitan la
rizosfera de las plantas que es las porcion desuelo circundante a la raiz y que se
encuentra bajo su influencia; ya que es capaz de exudar una amplia gama de
compuestos organicos. Por otro lado el rizoplano es la superficie de la raiz donde
también estan fuertemente adheridas las particulas del suelo (Kennedy, 2005). Las
PGPR tienen la capacidad de incrementar la biomasa vegetal de interés agricola
(Baset-Mia et al., 2010) o influenciar su crecimiento reduciendo el estrés bidtico y
abidtico (Alizadeh y Parsaeimehr, 2011) aumentando la produccién y pueden llegar
a generar inmunidad en los vegetales (Porcel et al., 2014). Los mecanismos de
promocion se clasifican en directos e indirectos: siendo los primeros, la fijacion de
nitrdgeno, la solubilizacion de fosfatos, la produccion de fitohormonas como las
auxinas (IAA), citoquininas y giberelinas, la inhibicion o disminucion de sintesis del
etileno y el aumento de la permeabilidad de la raiz (Kloepper et al., 1989; Glick et

al., 1999) y dentro de los segundos, la resistencia sistémica adquirida y la inducida,
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la produccion de sideroforos, la hidrolisis de moléculas producidas por patégenos,
la produccién de enzimas liticas de pared celular fungica, la competencia por sitios
en la raiz, la produccion de antibitticos, el agotamiento del hierro de la rizésfera, la
sintesis de los metabolitos antifungicos, y la producciéon de compuestos organicos
volatiles (VOC’s) (Glick et al., 1999; Sarabia Ochoa et al., 2010).

Una de las areas de gran interés para la aplicacion de estos organismos, es
la agricultura de los alimentos basicos, ya que el incremento en la poblacion mundial
ha generado un aumento del requerimiento de los mismos y como consecuencia
una gran demanda de fertilizantes quimicos que ademas de ser costosos son

perjudiciales para el medio ambiente (Sanchez Lépez et al., 2012).

La primer bacteria perteneciente al género Burkholderia sp, se describio en
1942 por Walter H. Burkholder, siendo Phytomonas caryophylli y renombrada
tiempo después como Pseudomonas caryophylli; sin embargo, en un principio se le
ubicé de manera errénea en el género Pseudomonas y no fue sino hasta principios
de la década de los 70"s que con analisis de hibridacion de rRNA-DNA se encontrd
una considerable diversidad genética en los miembros de éste grupo, mismos que
se situaron en cinco categorias denominadas grupos homélogos de rRNA aunque
la creacion del género Burkholderia tal como hoy se le conoce no se concreto sino
hasta 1992, momento en el que se reubicé a P. caryophylli en este género (Compant
et al., 2008). Actualmente el género comprende alrededor de 70 especies aisladas
de nichos muy diversos y de distribucion mundial en los que se incluyen: suelos,
agua, plantas, hongos e insectos (Gyaneshwar et al., 2011), clasificado
principalmente en dos grandes grupos. El primer grupo incluye a las especies
patdbgenas para humanos, animales y plantas como por ejemplo: Burkholderia
glumae, Burkholderia pseudomallei, y Burkholderia mallei, asi como también a las
17 especies del denominado complejo B. cepacia. Por otra parte los estudios mas
recientes ubican en el segundo grupo a mas de 30 especies no patégenas
encontradas frecuentemente en asociacién con plantas y por lo que se podria

considerar tienen un potencial efecto benéfico (Suarez Moreno et al., 2012) a estas
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especies se las identifica dentro del denominado grupo de Burkholderias de
asociacion benéfica-planta-ambiente (PBE) (Suarez-Moreno et al., 2012). El género
Burkholderia pertenece a la familia Burkholderiaceae del orden Burkholderiales y de
la clase Betaproteobacterias. Las bacterias de este género son catalasa positivas,
la mayoria moviles (salvo B. mallei.), muchas acumulan poli-B-hidroxibutirato (PHB)
como fuente de reserva de carbono, son quimioorganotrofas y estrictamente
aerobias aunque algunas pueden ser anaerobias en medios con nitratos (Palleroni,
2005).

Los miembros del género Burkholderia son organismos muy versatiles ya que
ocupan un amplio rango de nichos ecoldgicos, siendo de amplia distribucién
geografica y ambiental. Pueden habitar desde suelos contaminados hasta el tracto
respiratorio de los seres humanos (Paganin et al., 2011). Sin embargo es importante
conocer sus caracteristicas de supervivencia en cada ambiente para explotar mejor
sus capacidades. Algunas bacterias con potencial biotecnologico pueden ser
resistentes a la desecacion, definida como la capacidad que tiene un organismo de
perder agua hasta alcanzar el equilibrio con el agua presente en el aire. Cuando la
desecacion ocurre la célula alcanza un contenido de 0.1gramos de agua por gramo
de peso seco o menos del 10% de agua en el interior del organismo por cada gramo
de peso (Potts, 1994; Alpert, 2005;). La desecacion es diferente a la tolerancia a la
sequia, la tolerancia a la sequia es la baja disponibilidad de agua en el entorno de
un organismo en contraste con tolerancia a la desecacién que es el bajo contenido
de agua en el interior de la célula (Alpert, 2005).

Muchas bacterias del género Burkholderia son fijadoras de nitrégeno y se
han utilizado en el biocontrol, la bioremediacion y la promocion del crecimiento
vegetal (Estrada de los Santos et al., 2001; Coenye y Vandamme, 2003; Payne et
al., 2005).
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ANTECEDENTES

Diversas investigaciones se han enfocado en el aislamiento y caracterizacion
de nuevas PGPR (Guzman et al., 2012) ya sea por su potencial como agentes de
biocontrol o antagonistas (Marin-Cevada et al., 2011; Beneduzi et al., 2012), por sus
capacidades de promover el crecimiento de plantas por via hormonal (Mufioz-Rojas
and Caballero-Mellado et al., 2003; Sevilla et al., 2001), la fijacién de nitrégeno
(Martinez-Aguilar et al., 2013) o la estimulacion de crecimiento por mecanismos de
respuesta de defensa de plantas (Berendsen et al., 2015).

Para el caso de bacterias del género Burkholderia se ha reportado que la
cepa TVV75 de B. vietnamiensis beneficia el crecimiento de plantas de arroz
cultivadas en suelos &cidos sulfatados de baja fertilidad (Tran Van et al., 2000),
incrementando el peso seco de raiz y area foliar de las plantas inoculadas con
respecto a las no inoculadas. Poco tiempo después, la cepa B. tropica MT0293 se
aislé de tallo de plantas de maiz de la variedad Landrace en Tlayacapa, Morelos
con potencial PGPR (Estrada de los Santos et al., 2001.). Perin y cols.(2006),
identificaron 111 cepas del género Burkholderia asociadas a maiz y cafia de azucar
siendo todas fijadoras de nitrégeno con presencia de genes nifH predominando en
la asociaciéon de B. tropica a maiz. Por otro lado Bramer y cols. (2001) reportaron
que la cepa B. sacchari IPT101" aislada del suelo de plantaciones de cafia de
azucar en Brasil produce polihidroxialcanoatos a partir de sacarosa y otras fuentes
de carbono. Caballero-Mellado y cols. (2004) reconocen como nueva especie a B.
unamae a partir de aislados provenientes de la rizosfera y rizoplano de maiz, cafia
de azucar y plantas de café, diferenciandola de otras especies con patrones de
restriccion de 16S rDNA (ARDRA). Reis y cols. (2004) reportan una nueva cepa
denominada B. tropica la Ppe8T con base a un analisis taxonémico, que ademas de
fijar nitrogeno produce hidroxamatos, en un estudio posterior de Serrato y cols.
(2006) muestran que la cepa Ppe8 de B. tropica tiene la capacidad de producir
exopolisacarido como estabilizador de los agregados del suelo y de importancia en

la asociacion y colonizacion planta-bacteria ademas en otro estudio purificaron
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moléculas sefal participantes en el proceso de “quorum sensing” denominadas
acilhomoserinlactonas (HLS) y HLS-like producidas por cepas del género
Burkholderia, responsables de la adhesién y colonizacion a semillas y raiz
respectivamente (Poonguzhali et al., 2007). En el estudios realizado por Guo y cols.
(2011) se mostr6 que Burkholderia sp D54 produce &acido-indol-acético (IAA),
sideréforos, 1-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC) desaminasa, solubiliza
fosfatos inorganicos y metales insolubles potenciando significativamente la
produccion de biomasa y el incremento de las raices de Sedum alfredii en suelos
contaminados por concentraciones altas de Cd, Pb, Zn promoviendo una
fitoextraccidon de los mismos, ademas se ha reportado que Burkholderia sp. BS3702
(pBS1143) es capaz de degradar fenantreno (Puntus et al., 2008). B. caballeronis
aislada de raices de tomate (Lycopersicon esculentum) fue capaz de nodular
plantas de frijol y por ende fijar nitrdgeno (Martinez-Aguiar et al., 2013). Las cepas
de Burkholderia tienen un elevado potencial para fijar nitrdgeno y hay varios reportes
de la presencia de estos genes en cepas del género (Caballero-Mellado et al., 2004;
Reis et al., 2004). Las secuencias de los genes nifH de Burkholderia aisladas del
sur de Africa mostraron un porcentaje de similitud de 88-92% con una gama de
especies fijadoras de nitrégeno de Burkholderia (por ejemplo, B. unamae, B.

xenovorans y B. tropica) (Beukes et al, 2014).

En B. tropica MT0293 aun no hay mucho conocimiento de su interaccién con
plantas y sus posibles efectos promotores del crecimiento, menos aun sobre su
tolerancia a estrés abidtico o sus cambios en el material genético durante estos
estreses. No obstante, es concebible que algunas funciones son afectadas durante
la desecacion (Potts, 1994).

Efectos de la desecacion sobre las bacterias.
Las bacterias han tenido que soportar innumerables eventos de desecacion

desde su existencia en la Tierra (Alpert, 2005), por lo que han disefiado estrategias

para enfrentar este fendmeno (Dose, 1992; Potts, 1994; Leslie et al., 1995). La
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pérdida de agua que ocurre en la desecacion de bacterias provoca cambios diversos
en la estructura celular (Potts, 1994), por ejemplo las células se retraen hasta el
colapso, donde las membranas pueden sufrir rupturas, hay perdida de funcién de
proteinas que ya no pueden recuperar sus estructuras adecuadas durante la
rehidratacion, ocurren reacciones de Maillard y hay dafios a nivel de DNA. En
particular los dafios al DNA se han medido a través ensayos de hibridacion DNA-
DNA vy espectrofotometria; observando que las curvas de hibridacion estan
modificadas en las bacterias que han sido desecadas (Potts, 1994). Sin embargo
aun no hay muchas evidencias de los cambios en secuencias de los genes que
soportan la vida de una bacteria. Un gen interesante para ser estudiado en estos
cambios es el gen 16S DNAr ya que es un gen que codifica para RNA estructural
importante para el desempefio de las funciones de los ribosomas (Baker et al., 2003;
Morales-Garcia et al., 2007). El gen 16S DNAr es un gen altamente conservado
entre las especies y pocas mutaciones son permisibles, si este gen tuviese
demasiadas mutaciones, la estructura de los ribosomas podria perderse y en
consecuencia la funcion de sintesis de proteinas estaria comprometida (Morales-
Garcia et al., 2007), sin embargo algunos cambios podrian ser permisibles, sobre
todo cambios coordinados en la secuencia que no afecte la estructura tridimensional
del 16S RNAr (Baker et al., 2003; Amman et al., 1995). Otros genes que sostienen
el funcionamiento celular o metabdlicos también podrian ser abordados, por ejemplo
el gen recA es un marcador filogenético altamente resuelto y ha demostrado ser una
herramienta valiosa para discriminar especies dentro del género Burkholderia
(Bournaud et al., 2013). Los genes especificos de funciones para Burkholderia como
nif+, acdS, bral/R, nif+, bral/R (Suarez-Morenos, 2012), estan mas lejos de ser

estudiados en los eventos de estrés.

En resumen muchas bacterias del género Burkholderia tienen potencial como
promotoras del crecimiento vegetal (Reis et al., 2004; Caballero-Mellado et al., 2004;
Caballero-Mellado et al., 2007), gran parte de ellas son simbiontes de leguminosas
(Bournaud et al., 2013), ademas de que en algunas especies se ha encontrado

actividad antagodnica contra patdégenos (Tenorio-Salgado et al., 2013) asi como
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actividad de degradacion de compuestos xenobiéticos (Paganin et al., 2011; Chiarini
et al., 2006). Dada la versatilidad de especies de este género y sus potenciales
PGPR, en este trabajo se eligio a la cepa B. tropica MT0293 para estudiar su
capacidad de adherencia y colonizacién en maiz amarillo, ademas de determinar su
nivel de resistencia a la desecacion, las bacterias mas resistentes a la desecacion
podrian tener mejor éxito cuando se asocian a semillas si es que hay escasez de
agua, las bacterias podrian hidratarse en el momento oportuno y permitir una
interaccion eficiente cuando las semillas germinen en condiciones de campo
(Mufioz-Rojas, 2013). Para contribuir con el conocimiento de posibles cambios que
se generen durante la desecacion de las bacterias es necesario calcular la Tasa de
Supervivencia Bacteriana (BSR por sus siglas en inglés "Bacterial Survival Rate") y
gue es la relacion del numero de células bacterianas presentes en una suspension
después de algun estrés en referencia con el numero observado antes del estrés:
BSR= (logAe/logBe x 100, (Ae Antes de un estrés B después de un estrés) (Mufioz-
Rojas et al., 2006). Ademas se analizaron los cambios que ocurren en el gen 16S

DNAr como consecuencia de éste estrés.
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JUSTIFICACION

Se ha observado que B. tropica MT0293 es una buena colonizadora de la
rizosfera de algunas plantas, con potencialidad de PGPR (Poonguzhali et al., 2007);
sin embargo aun no se encuentra bien estudiada su capacidad de interaccion con
plantas de maiz. Las capacidades de B. tropica MT0293 para tolerar a la desecacion
no se han abordado y tampoco los posibles cambios durante este evento, no
obstante este conocimiento es importante para valorar su posible utilizacion en el
futuro como inoculante estable en semillas de cultivo agricola. El uso de inoculantes
estables a la desecacion podria incrementar el éxito del efecto promotor del
crecimiento beneficiando al campo al disminuir la utilizacion de fertilizantes

sintéticos y al bajar los costos de produccion.

Xicale-Nava F., (2015).
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HIPOTESIS
Burkholderia tropica MTo0293 colonizara la raiz de plantas de maiz criollo

amarillo y se mostrara resistente al proceso de desecacion, pudiéndose cuantificar

aun después de ser sometida a este estrés.

Xicale-Nava F., (2015).
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar la capacidad de B. tropica MT0293 para colonizar la raiz de plantas

de maiz amarillo criollo y su capacidad de resistir a la desecacion.

Objetivos particulares

- Evaluar la capacidad de adhesion de B. tropica MT0293 a semillas de maiz
amarillo.

- Evaluar la capacidad de B. tropica MT0293 para colonizar las raices de maiz
amarillo.

- Evaluar la capacidad de B. tropica MT0293 para resistir la desecacion.

- Evaluar la integridad del gen 16S del DNA ribosomal (DNAr) de células antes

y después de la desecacion.

Xicale-Nava F., (2015).
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MATERIAL Y METODOS

Curva de crecimiento

Las curva de crecimiento se realizd en placas Petri con medio sélido BAc
(Estrada de los Santos et al., 2001), para ello la cepa B. tropica MT0293 fue crecida
en medio soélido BAc, en estriado masivo, durante toda la noche, el tapete celular se
recogid y se colecté en 15 ml de agua destilada estéril (ver esquema 1). Veinte
microlitros (ul) de la suspension bacteriana fueron colocados sobre membranas de
nitrocelulosa (Membranas de filtracion Sartorious de 45 mm de diametro y 0.22
micrometros de tamafio de poro) que a su vez estaban colocadas sobre el medio
sélido BAc de la caja Petri. Se prepararon 33 placas para su evaluacién. Cabe
aclarar que B. tropica MT0293 no pasa a través de las membranas propuestas. Una
vez colocadas las gotas de suspensidn bacteriana, las cajas Petri se colocaron a 30
°C para permitir el crecimiento de bacterias. En el tiempo 0 y cada 3 horas se
sacaron 3 placas para contabilizar el niumero de bacterias presentes sobre las
membranas. Para esto a cada placa se le retiré la membrana con las células, cada
una de ellas se depositd en un tubo Falcén de 15 ml de capacidad, que contenia 3
ml de agua destilada estéril. Los sistemas se agitaron vigorosamente por un minuto
con la finalidad de homogeneizar la suspension de bacterias, posteriormente un ml
de la suspension se uso6 para medir la densidad éptica (620nm) y otro para realizar
diluciones seriadas en factor 1:10 P/V, que se utilizaron para realizar el conteo

celular mediante la técnica de goteo en placa (Herigstad et al., 2001).

Xicale-Nava F., (2015).
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Curva de crecimiento

1.- Sembrado por estriado masivo en
placa de medio sélido BAc y colecta del
tapete celular en 15ml de agua para

generar la suspensién bacteriana inicial.

2.- Se sembraron 20ul de suspension
bacteriana en el centro de la membrana
previamente colocada en la placa Petri
con medio BAc.

3.- En cada monitoreo con pinzas
estériles se retiraron las membranas y se
colocaron en tubos Falcon con 3 ml de
agua destilada estéril y se agitaron
vigorosamente para cuantificar por
diluciones seriadas y determinacién de

absorbancia.

4.- Cuantificacion de UFC/ml por la

técnica de goteo en placa.

turbidez.

Esquema 1: Procedimiento seguido para la realizacién de la curva de crecimiento y mediciones de

Xicale-Nava F., (2015).
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Experimentos de desecacién

Para evaluar la tolerancia a la desecacion, se coseché el tapete celular de
placas con bacterias previamente crecidas de forma masiva (25 horas de
crecimiento), como se describié anteriormente. Con ayuda de una micropipeta y
puntas estériles, se depositd la suspension bacteriana (de tres placas) en tubos
Falcon estériles de 50 ml de capacidad. Se colectaron 45 ml de suspension
bacteriana, la cual fue lavada por centrifugacion a 5000rpm durante 10 minutos (dos
veces), se procedio a decantar el sobrenadante y resuspender el boton celular en
el mismo volumen inicial con agua destilada estéril, la suspension fue
homogenizada por agitacion vigorosa a velocidad maxima. La suspension obtenida
se distribuy6 en tubos Eppendorf de 1.5 ml de capacidad, dispensando 500ul en
cada uno, los cuales se cubrieron con tapones de algodon estériles y finalmente
todas las muestras se colocaron en camaras de desecacion con temperatura mayor

a 30 °C y humedad relativa (H. R.) ambiente menor al 50% (Ver esquema 2).

En el tiempo cero (TO) y cada 3 dias posteriores al inicio de la desecacién se
tomaron tres muestras, para evaluar el numero de células por goteo en placa. Las
muestras antes de la desecacion fueron inmediatamente diluidas en factor 1:10 para
su cuantificacion. En el dia tres después del inicio de la desecacion, el agua no
habia sido totalmente perdida, por lo que las muestras fueron aforadas con agua
destilada estéril a 500 pl antes de realizar las diluciones seriadas para su
cuantificacion. En este experimento en particular se adicionaron 350ul de agua
destilada estéril para hidratar a los microorganismos, dejandolos en hidratacion por
una hora (hidratacion corta) y por 24 horas (hidratacion prolongada). A partir del
monitoreo 6 la cantidad de agua agregada fue de 500l y las rehidrataciones se
realizaron tanto a tiempos cortos como prolongados. La cuantificaciéon de las

bacterias se realizO mediante el método de goteo en placa usando el medio de

Xicale-Nava F., (2015).
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seleccion BAc. Con los datos del numero de bacterias antes de la desecacion y

después de la desecacion se calculd la tasa de supervivencia bacteriana.

Determinacion de resistencia a la desecacion

1.- Se cosecho el tapete celular de tres
placas previamente sembradas de forma

masiva y con 25 h. de crecimiento.

W™

2.- Se procedi6 a el lavado celular (dos
veces) que consistio en: centrifugar a
5000rpm durantel0 minutos, se decanto
el sobrenadante y se resuspendi6 el
botén celular en 45 ml de agua estéril.

Xicale-Nava F., (2015).




3.- De la suspension obtenida, se hicieron
alicuotas con 500ul de suspension
bacteriana en tubos Eppendorf de 1.5 ml
de capacidad y se cubrieron con tapones

de algodon estériles

4 .-Los tubos se colocaron en la camara
de desecacién con unat® 2a 30 °C y una
humedad relativa ambiente menor al 50%

después de los tres primeros dias

5.- Se cuantifico el nUmero de bacterias
gue resiste a la desecacion en UFC/ml,
para cada monitoreo (TO, T3, T6... T18)
con 1 y 24h de rehidratacion (corta y
prolongada respectivamente.

Xicale-Nava F., (2015).
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Cuantificaciéon de UFC/ml por la técnica

| T | e | H

de goteo en placa.

Esquema 2: Procedimiento del ensayo de resistencia a desecacién de B. tropica MT0293.

La pérdida de agua, de cada muestra sometida a desecacion, fue evaluada,
calculandose con la diferencia entre el peso inicial y el peso final (en cada tiempo
de evaluacion) registrado para cada muestra. Estos datos se graficaron y se evalu6
su desviacion estandar. Con éste experimento se logré conocer el dia en el que las
muestras dejaron de perder agua (equilibrio con el agua presente en el entorno).

Obtencion de semillas axénicas

Las semillas de maiz fueron desinfectadas con alcohol al 70% y esterilizadas
usando hipoclorito de sodio al 6% y lavados suficientes con agua destilada estéril
(Morales-Garcia et al., 2011).

Determinacion de adhesién de Burkholderia tropica MTo0293 a semillas de

maiz amarillo criollo (Zea maiz)

Para las pruebas de adhesion a maiz amarillo se obtuvieron 15 ml de una
suspension bacteriana de B. tropica MT0293 como se describié anteriormente y las
células se lavaron por centrifugacion con agua destilada estéril. A la suspensién
bacteriana obtenida se le determiné el numero de UFC/ml mediante el método de
goteo en placa. La suspension bacteriana se dispenso en 5 tubos Falcén de 15 ml
de capacidad, adicionando 3 ml de suspension. A cada tubo se le colocaron 10

Xicale-Nava F., (2015).
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semillas de maiz amarillo axénico durante una hora. Se incluyeron controles sin
inocular, que consistieron en semillas axénicas sumergidas en agua destilada
estéril. Cinco semillas inoculadas y 5 no inoculadas se sacaron con pinzas estériles
y se colocaron de forma independiente en tubos Falcon de 15ml de capacidad, que
contenian 3ml de agua destilada estéril, se dejaron reposar durante 5 minutos y
después se agitaron vigorosamente con ayuda de un vortex por 30 segundos. Se
determind el nimero de bacterias por ml contenidas en la suspension y el resultado

se multiplicé por tres para obtener el nimero de bacterias adheridas al maiz.

Determinacion de colonizacién de B. tropica MT0293 a semillas de maiz

amarillo criollo (Zea maiz)

De las semillas sobrantes (del paso anterior) se procediéo a sembrarlas de
forma independiente en tubos Falcon de 50ml de capacidad, conteniendo 30 ml de
vermiculita estéril. Después las semillas fueron adicionadas con 15ml de solucion
nutritiva MS (Murashigue and Skoog, 1962) y 5 ml de agua destilada estéril y los
sistemas se taparon con algodon estéril, todo esto en campana de flujo laminar para
disminuir la tasa de infeccién por microorganismos propios del medio ambiente. Diez
semillas se sembraron en suelo no estéril. A los 10 dias posteriores a la siembra se
retiraron las plantulas de maiz, se colocaron las raices en tubos Falcon de 15ml con
tres mililitros de agua estéril, se agitaron vigorosamente por 30 segundos, se
dejaron reposar por 15 minutos y se procedio a realizar diluciones seriadas para su
cuantificacion por goteo en placa.

Estudios de efectos de la desecacién sobre el gen 16S DNAr

Xicale-Nava F., (2015).



A partir de bacterias cosechadas del tapete celular crecido en placas con
medio BAc se purific6 DNA gendémico con el kit Wizard® Genomic DNA Purification
(Promega) (cuatro muestras independientes). A partir de 4 muestras desecadas
durante 18 dias y rehidratadas durante 1 hora, también se extrajo DNAmM gendémico.
El DNA recuperado fue usado como molde para amplificar el gen 16S DNAr
mediante la reaccion de PCR usando los oligonucledtidos universales: UN27F
secuencia 5 -TAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3° y UN1392R secuencia 5'-
CAGGGGCGGTGTGTACA-3’, con las condiciones de reaccion siguientes: 95 °C 3
minutos, 30 X (95 °C 1 minuto, 57 °C 1 minuto, 72 °C 1 minuto), 72 °C 5 minutos, T
final 4 °C. Los productos de PCR fueron purificados con el kit “Wizard® SV Gel and
PCR Clean-Up System” (Promega). El material obtenido fue revisado por
electroforesis en geles de agarosa y el tamafio de la banda esperada fue
visualizado. Las bandas fueron extraidas con el kit “Zymoclean™ Gel DNA
Recovery de la marca ZYMO RESEARCH?” y finalmente el material purificado se
comprobd por otra corrida de electroforesis en gel previo a la cuantificacion por
nanodrop para secuenciacion (IBT-UNAM). Las secuencias reportadas fueron
visualizadas usando BioEdit Sequence Alignment Editor 7.2.5.0, y su analisis fue
realizado en la base de datos del NCBI. Para ello, de las secuencias obtenidas de
ambos grupos se seleccioné un segmento de aproximadamente 700pb de cada una
de las muestras y de cada hebra (forward y reverse) para evitar en la medida de lo
posible regiones sin secuencia definida o errores de secuenciacion, las muestras
fueron comparadas con la base de datos del NCBI para obtener el grado de
parentesco y comprobar la identidad de la cepa usada en el estudio, en seguida se
compararon las cepas entre si: primero el grupo de secuencias de cepas gue no se
sometieron a desecacion (control 1), después el grupo de células sometidas a
desecacion (control 2) y finalmente el grupo uno contra el grupo dos, con el fin de
determinar si habia cambios drasticos en las secuencias de bacterias que fueron
sometidas a desecacion con respecto a las células que no sufrieron estrés por

desecacion.

Xicale-Nava F., (2015).
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Analisis estadistico

Para las pruebas de estadisticas de t-student se utilizé el programa Sigma Plot 12.0.

Xicale-Nava F., (2015).
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RESULTADOS

Curva de crecimiento en UFC/ml de Burkholderia tropica MT0293

Las curvas de crecimiento de cuantificacion rapida (absorbancia) y precisa
(UFC/ml) muestran el momento en el cual se alcanza la fase estacionaria,
permitiendo observar el momento en el cual la bacteria ha alcanzado su maximo
crecimiento y estabilidad de poblacién, su division y muerte es proporcional con una
carga bacteriana promedio de 1.06x107, ademas de que los nutrimentos disponibles

en el medio se comienzan a agotar (Fig. 1).

Curva de crecimiento UFC/ml Burkholderia tropica
MTo293
12
10

M

LogUFC/ml

o N B O

0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30

Tiempo en horas

Fig. 1. Curva de crecimiento en Log UFC/ml, se observa que la las 6h la curva alcanza el
méaximo crecimiento.

En la Figura 2 se graficaron las densidades Opticas obtenidas cada tres horas
durante 30 h, leidas a 620nm.

Xicale-Nava F., (2015).
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Curva de turbidez Burkholderia tropica MT0293

Absorbancia
O RPN W d 01 O

0 3 6 9 12 15 18 21 24 27
Tiempo en horas

30

Fig. 2. Curva de turbidez de B. tropica MT0293 monitoreada cada tres horas por 30h donde a las 6h

se observa el punto mas alto a una densidad 6ptica promedio de 4.02 a 620nm.

Adhesiéon de Burkholderia tropica MT0293 a semillas de maiz amarillo.

En las pruebas de adhesion, se cuantificaron 1.35x10° UFC/mI de B. tropica

MTo0293/semilla en semillas inoculadas y sembradas en vermiculita y 3.68x108

UFC/ml adheridas a las semillas sembradas en suelo, reflejando la capacidad que

tiene esta cepa para fijarse a las semillas de maiz, independientemente del

ambiente donde sean sembradas las semillas (ver Fig. 3). Por otra parte, los grupos

control: vermiculita y suelo (donde no se inocul6 a B. tropica MT0293) no mostraron

presencia de bacterias.

Xicale-Nava F., (2015).
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Adhesion de Bukholderia tropica MTo02-93 a semillas de maiz

2.50E+09
2.00E+09
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| :

MTo0293 Vermiculita MT0293 Suelo Control Suelo

UFC/semilla

5.00E+08

0.00E+00

-5.00E+08 .
Tratamientos

Fig. 3. Adhesion de B. tropica MT0293 a semillas de maiz amarillo en dos diferentes sustratos:
vermiculita estéril, suelo y el grupo control (células embebidas en agua destilada estéril). Cada barra
representa el promedio de 5 réplicas. Para corroborar si existe diferencia estadisticamente

significativa se aplicé la prueba t-student (P<0.344).

Colonizacién de Burkholderia tropica MTo293 en raices de plantas de maiz

amarillo.

Se detect6 un promedio de 6x108 UFC/ml presentes en raiz de plantulas
maiz amarillo a los 20 dias posteriores a la siembra (dps), cultivadas en vermiculita
estéril, siendo el tratamiento donde méas se adhirieron las células a la planta, esto
muestra la capacidad que tiene la bacteria modelo para colonizar raices de maiz
(ver Fig. 4). Las cuantificaciones de los grupos control no presentaron crecimiento

alguno de bacterias.

Xicale-Nava F., (2015).

24



Colonizacién de B. tropica MTo0-293 a raices de maiz
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Tratamientos

Fig. 4. Grafica de colonizacion de B. tropica MTo0293 a raices de plantas de maiz amarillo, la columna
verde muestra la capacidad que tiene MT0293 de colonizar raices de plantulas de maiz amarillo en

cultivo axénico, y en suelo en la columna amarilla.

Pérdida de Agua en Desecacion

A los tres dias se observo que aun existia un poco de agua (Fig. 5). No
obstante, a partir del tiempo 6 (T6) la diferencia de pesos con respecto al TO se
mantuvo constante, indicando que las células alcanzaron el equilibrio con el agua

del medio ambiente, ya que dejaron de perder agua de su interior (Fig. 5).

Xicale-Nava F., (2015).
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Pérdida de agua en desecacion
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Fig. 5. Gréfica de pérdida de agua en gramos del TO-T18 (T=tiempo), se observa que a partir del dia

6 las muestras dejan de perder agua, siendo el tiempo donde se considera desecaciéon completa.

Determinacion de resistencia a la desecaciéon de B. tropica MTo293

La tasa de supervivencia bacteriana desciende a medida que aumenta el
tiempo de desecacidon. Sin embargo, B. tropica MT0293 es capaz de resistir al
estrés, observando células cultivables a los 18 dias posteriores al inicio de la
desecacion, con una hidratacion prolongada de 24h con una BSR 25.63 y no se

observé crecimiento de la misma cepa con una hidratacion corta (1h) (Ver Fig. 6).
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Supervivencia de B. tropica MTo-293 a
desecacion en medio BAc

= MT0293 24h hidratacion MTo0293 1h hidratacion
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Fig. 6: Tasa de supervivencia bacteriana (BSR) de B. tropica MT0293.

Extraccion de DNA de B. tropica MTo0293 antes y después de la desecacion

A los DNAs totales purificados de las muestras tanto del antes como del
después de la desecacidn se les corrié en un gel de agarosa al 1% y posteriormente
le tifio con bromuro de Etidio para su visualizacion luz ultravioleta. En la Figura7 se
observa la presencia de DNA en todas las muestras purificadas aun para el caso de
las muestras de DNA obtenidas de células después de la desecacion. Las bandas
se observaron con una concentracion menor a las de las muestras que no sufrieron

desecacion.

Xicale-Nava F., (2015).
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Fig. 7: DNA de B. tropicaMT0293 pozos 1-4 antes de la desecacion y 5-12 después de la

desecacion.

Amplificacién del gen 16S DNAr por PCR de B. tropica MTo293

En la figura 8 se observa la presencia en gel de agarosa al 1% de las
amplificaciones del gen 16S DNAr de las muestras (4 sin desecar y 8 después de la

desecacion) y su respectivo marcador de 100pb en el primer carril.

1 Kb

Fig. 8. Amplificacion del gen 16S DNAr por PCR de B. tropica MT0293, en el carril 1 se
observa el marcador, del 2-5 muestras del gen 16S DNAr sin someter a desecacion y del

6-13 el gen 16S DNAr de muestras desecadas.

Xicale-Nava F., (2015).
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Comparacion entre secuencias del gen 16S DNAr antes y después de la

desecacion

En la tabla 1 se presentan los porcentajes de identidad de secuencias del
gen 16S DNAr de B. tropica MT0293 a partir de un segmento de 700pb y la
diferencia en el porcentaje de identidad tanto del antes como del después de la
desecacion, donde se observa que la diferencia es mayor en las comparaciones del
antes contra el después de la desecacion ademas, en la figura 9 se remarca el sitio
de modificacion que persiste en todos los empalmes por pares de las secuencias,
obtenidos del analisis bioinformatico con Blast nucleotid (NCBI) de la confrontacion
de secuencias no desecadas contras las que si sufrieron éste estrés. Sin embargo
el analisis de alineamiento multiple hecho en Clustal W reflejo lo opuesto, pues
todas las secuencias (directas y reversas de ambos tratamientos) empalman
correctamente con la secuencia reportada en el Gen Bank con numero de clave
AY128103 correspondiente a B. tropica MT0293, con lo cual se observa que no hay
mutaciones puntuales ocasionadas por la desecacion, significando que se mantiene
integro el gen 16S DNAr (Fig. 10).

Porcentaje de identidad en empalmes de secuencias de gen 16S DNA ribosomal

Forward | Al A2 A3 A4 Forward | D1 D2 D3 D4 Forward | Al A2 | A3 A4

Al 100% | 89% | 100% | 100% | | D1 100% | 92% | 99% | 90% | (D1 100% | 89% | 100% | 100%
A2 89% | 100% | 89% | 89% | | D2 92% | 100% | 92% | 96% | | D2 92% | 96% | 92% | 92%
A3 100% | 89% | 100% | 100% | | D3 99% | 92% | 100% | 90% | | D3 99% | 89% | 99% | 99%
A4 100% | 89% | 100% | 100% | | D4 90% | 96% | 90% | 100% | | D4 90% | 95% | 90% | 90%
Reverse | Al A2 A3 A4 Reverse | D1 D2 D3 D4 Reverse | Al A2 | A3 A4

Al 100% | 100% | 100% | 100% | | D1 99% | 99% | 99% | 99% | | D1 99% | 99% | 99% | 99%
A2 100% | 100% | 100% | 100% | | D2 99% | 99% | 99% | 99% | | D2 99% [99% | 99% | 99%
A3 100% | 100% | 100% | 100% | | D3 99% | 99% | 99% | 99% | | D3 99% [99% | 99% | 99%
A4 100% | 100% | 100% | 100% | | D4 99% | 99% | 99% | 99% | | D4 99% [99% | 99% | 99%

Tabla 1: Porcentajes de identidad de empalmes de secuencias donde: A: Antes de la

desecacion, D: Después de la desecacion, 1-4: nimero de muestra (4 réplicas para

antes y después de la desecacién respectivamente), Forwar y reverso: el sentido de
la hebra y %: el grado de identidad obtenido en cada empalme.

Xicale-Nava F., (2015).
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Fig. 9: Ubicacion de mutaciones comunes en todos los empalmes del
antes con respecto al después de la desecacion.

R3F CCGGARAGAATAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTARATACGTAGGGTGCAA
D3F CCGGARGAATAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCAA
BY128103.1] CCGGARGRATRAAGCACCGGCTARACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTRAATACGTAGGGTGCRAR
D1F CCGGARGRATARAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCAA
BAF CCGGAAGAATRAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGC CGCGETAATACGTAGEGTGCRA
D2F CCGGARAGRATARKCRCCGGCTAACTACGTGCCMGCASCCSCGGTAATACSTASGGTGCRAR
RIZF CCGGARRAATARKCRCCGGCTAACTACGTGCCMGCASCCSCGGTAATAC STASGGTGCAM
D4F CCGGAAGAATRAAKCACCGGCTAACTACGTGCCMGCASCCSCGETAATACSTASGGTGCRA
R1F CCGGARAGAATAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTARATACGTAGGGTGCAA
R1Rantp CCGGARGRATAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCARA
R2Rantp CCGGAAGAATRAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGC CGCGETAATACGTAGEGTGCRA
D1lRantp CCGGARGAATAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCAA
DZRantp CCGGARGAATAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCAA
D3Rantp CGG-ARRAWTRAAGCACG--CTARYTACGTGCCAGCAGCCGCGGTRAATACGTAGGGTGCRAR
D4Rant CCGGARGRATAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCAA
B4Rantp CCGGAAGAATRAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGC CGCGETAATACGTAGEGTGCRA
L3Rantp CCGGARGRATAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGC CGCGGTAATACGTAGGGTGCAR
* Ok k% Kk KKK K % HHKH KEKKHKHK KAK_Hk HRAIKIKAK Ak A AR

Figura 10: Alineacion multiple (Clustal W) de Secuencias: de referencias
(AY128103.1), directas antes y después de la desecacién directas y reversas (Al-
A4 FyR, D1-D4 F y R respectivamente).

DISCUSION

La tolerancia a la desecacion de bacterias PGPR como P. putida KT2440 ha

resultado ser mayor en fase estacionaria en referencia a fase exponencial (Pazos-
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Rojas, 2011; Mufioz-Arenas, 2011). Por esta razon se considerd importante evaluar

el tiempo requerido para que B. tropica MT0293 llegara a la fase estacionaria.

La curva de turbidez es una metodologia de cuantificacion rapida de bacterias
sin embargo; es un tanto imprecisa aunque. Al elaborarse con una curva de
crecimiento en UFC/ml se puede relacionar la densidad optica (D. O.) con las
UFC/ml de la cepa. La fase estacionaria se alcanzo a las 24 h y su correspondiente
en la curva de turbidez fue una D. O. de 4 y se le puede utilizar como parametro

practico para conocer el estado de crecimiento de esta bacteria.

En promedio la cantidad total de UFC/ml de B. tropica MTo0293 adheridas a
semillas axénica de maiz fue de 1.35x10° UFC/ml valor muy cercano a lo reportado
por Guo y cols. (2011) ademéas de haberse cuantificado un promedio de
3.68x108UFC/ml colonizando a las semillas sembradas en suelo reflejando ser una

buena colonizadora aln en suelo no estéril.

Al obtener 6x108 UFC/ml colonizando a la raiz se refleja la buena capacidad
de ésta cepa en su asociacion con plantas de: maiz (Estrada de los Santos et al.,
2001; Reis et al., 2004; Suérez-Moreno et al., 2012), Sedum alfredii (Guo et al.,
2011), mimosas (Bournaud et al., 2013), cafia de azucar (Paungfoo-Lonhienne et
al., 2013), jitomate (Martinez-Aguilar et al., 2013) y lupin (Kost et al., 2014).

En las pruebas de desecacion se determin6 que B. tropica MT0293 entra a
estado de desecacion a partir del dia 6 cuando deja de perder agua de su interior
encontrando su equilibrio con el agua del medio ambiente (Alpert, 2005) ademas de
ser capaz de resistir alin después de 18 dias de éste estrés, con una BSR de 25.63
en contraste a la sensibilidad reportada para Pseudomonas putida KT2440 que no
crece a los 12 dias posteriores a la desecacién sin rehidratar (Pazos Rojas, 2011)
0 que es moderadamente resistente a la desecaciébn si se compara con
Sinorhizobium meliloti que resiste a la desecacion después de dos meses (Humman

et al., 2009). Conocer que es viable aun después de ser sometida a estrés por
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desecacion durante 18 dias, demuestra su potencial agrobiotecnoldgico en
posteriores formulaciones de inoculantes microbianos que promueven el

crecimiento de plantas.

Se observé que el gen 16S DNAr mantiene la integridad de sus secuencias
sin presentar mutaciones puntuales sin embargo no se pueden descartar otro tipo
de mutaciones o dafios de reparacién ocasionados por la desecacién como lo
reporta Potts (1994), este resultado es relevante ya que al no haber cambios en el
DNA se predice que la actividad metabdlica de la bacteria a aunada a sus
mecanismos de promocién del crecimiento se mantendran aun bajo condiciones de
desecacion, garantizando el funcionamiento éptimo de la bacteria y por ende su

beneficio en la planta.

CONCLUSIONES

Burkholderia tropica MT0293 es una bacteria que si resiste a la desecacion
pudiendo ser recuperada después de 18 dias de ser sometida a éste estrés,
manteniendo ademas integro su gen 16S DNAr, aunado a que es con buena tasa
de adhesion a semillas de maiz y sumandole su capacidad de colonizar la rizosfera
de plantas de éste mismo grano. Por lo tanto es un modelo experimental con
potencial para estudiar su posible utilizacion en formulaciones de bio-inoculantes de
uso agricola para zonas de lluvias poco frecuentes, aridas y de altas temperaturas
pues, garantizando que la identidad de la bacteria codificada en su genoma no se
modifica como consecuencia del estrés que le ocasiona la desecacion se infiere que

su fisiologia no se vera afectada.
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PERSPECTIVAS
Se recomienda hacer andlisis mas finos de cada una de las posibles
modificaciones existentes en cada secuencia sometida a estrés por desecacion

para descartar del todo que sean mutaciones o dafos a nivel en el gen 16S DNA.
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