BENEMERITA UNIVERSIDAD
AUTONOMA DE PUEBLA

INSTITUTO DE CIENCIAS (ICUAP)

CENTRO DE INVESTIGACIONES EN CIENCIAS MICROBIOLOGICAS

“ANALISIS DE LA EXPRESION DIFERENCIAL DE GENES
INVOLUCRADOS EN EL RETORNO DEL ESTADO VIABLE NO
CULTIVABLE DE P. putida KT2440 POSTERIOR A LA
REHIDRATACION”

TESIS QUE PARA OBTENER EL GRADO DE:
DOCTOR EN CIENCIAS (MICROBIOLOGIA)

PRESENTA:
M. C. LILIA ISELA LOPEZ LARA

DIRECTORES:

D. C. ANTONINO BAEZ ROGELIO
D. C. VERONICA QUINTERO HERNANDEZ

DICIEMBRE 2020



#MW% WWA%W/MMW Coted
W//ZM/%/M%WM, w@mywmﬁfm



AGRADECIMIENTOS

Mi sincero agradecimiento a mis directores de tesis al Dr. Antonino Baez Rogelio y la
Dra. Verdnica Quintero Hernandez, por su respaldo, paciencia, disposicion y sabiduria.
Gracias al Dr. Jesus Mufioz Rojas por compartir sus conocimientos, brindar su apoyo y
optimismo. A los tres, gracias infinitas por aceptarme en el grupo de laboratorio EMM y
permitirme concluir el programa.

Gracias al comité tutorial, a la Dra. Georgina Hernandez Montes por su valiosa ayuda
y permitirme una breve estancia, a la Dra. Rosa Maria Gutiérrez Rios por sus atinadas
observaciones y su disposicion para la retroalimentacion y al Dr. Miguel Castafieda
Lucio por contribuir con sus invaluables observaciones y cuestionamientos en cada
seminario y tutoral.

Gracias al comité revisor de tesis que contribuyo en la realizacion de este manuscrito, a
la Dra. Vianey Marin Cevada por sus generosas y excelentes observaciones y al Dr.
Ricarido Carrefio Lopez por su disposicion y acertadas recomendaciones.

Agradezco también a la Dra. Abisai y al Mtro. Lesther por su infinita ayuda para
realizacion de este trabajo y por su valiosa amistad. Gracias a mis amigos del laboratorio
EMM, a la Dra. América, Maritza, Marysol, Raul, Dany, Teo y Osvaldo por compartir
sus conocimientos, regalarme nuevas experiencias y charlas interminables.

Gracias a mis queridos amigos Arturo y Elvia, por estar presentes, por su apoyo en
todos los momentos y por supuesto por su inigualable amistad, hacen los dias mas
gratos. Igualmente, agradezco a Elena, Marycruz, Areli, Cynthia, Saul, Tony y
Angeles por su amistad, consejos y grandiosos momentos compartidos.

Gracias a mis padres, Jovita y Pedro por su apoyo e infinito amor, estaré eternamente
agradecida por todo lo que me han dado, gracias también a mis hermanos Lety y Pedro
por su apoyo incondicional y a mi sobrinito Caleb porque me motiva a ser mejor persona
cada dia.

Agradezco al Centro de Investigaciones en Ciencias Microbiol6gicas (CICM) por
aceptarme en el programa y a la coordinacion por su ayuda a asistencia a cursos y
congresos, mi agradecimiento a la Sra. Angeles por su ayuda en todos los tramites.
Agradezco a la Vicerrectoria de investigacion y Estudios de Posgrado (VIEP) y a la
Benemeérita Universidad Autonoma de Puebla (BUAP) por los financiamientos y becas
otorgadas. Gracias al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACyT) por la beca
concedida para realizacion del programa de Doctorado.

Y sobre todo agradezco a Dios por la segunda oportunidad.

“La gratitud es la memoria del corazén”-Lao Tse



I Centro de Investigaciones en Ciencias Microbiolégicas

INDICE
RESUNMEN ..ottt ettt s e e e e e e e e et et taa e e e e e e e e eeeasban e e eeeeeeeennnes 1
AB ST R A CT oottt — e e e r e 2
L. INTRODUGCCION.......ooiiuieeieieeeeeeeeeee ettt e e et et e et eete et e etesseesesaesaeseeees 3
1.1 BACIEras DENETICAS ......ccveuirieiiieiiicetc ettt 4
1.2 ESLrES PO AESECACION .....ceviieeeeeictee ettt ettt sttt e ae et e s be e s e steesa e teereensesreennas 5
1.3 Mecanismos de tolerancia a 1a deSECACION............ccevveereireiriereeeee e 7
1.4 Estado Viable N0 CUltIVADIE ...........ooooie e 9
[l ANTECEDENTES ...ttt s e e e e e e e et s e e e e e e e e eaaann e e e eeeeeeenne 11
lIl. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA ... 13
IV. JUSTIFICACION . .....cuiiieieeeeeeeeeeeee ettt ettt e et e et e et e st e eaeeeeeeeneens 13
Vo HIPOTESIS ...ttt ettt ene et eeete e e 13
LY IO = N 1 1 LY @ 1 TP 14
VII. MATERIALES Y METODOS ....ocviitieiecieeee ettt 15
6.1 Condiciones de crecimiento de P. putida KT2440 y SUS MUEANTES ........ccccevveveenerenenennens 15
6.2 Ensayos de desecacion-rehidratacion utilizando P. putida KT2440 y sus mutantes.......... 16
6.3 Microarreglos de P. putida KT2440 en condiciones de desecacion-rehidratacion ............. 18
6.4 Andlisis de expresion diferenCial..........cccoeeeeiieiciiieee e e 22
6.5 Clasificacion funcional por ontologia y rutas metabolicas.........cccoveeeeveieececiieceececeeeceenn, 22

6.6 Validacion de genes diferencialmente expresados en P. putida KT2440 por RT-qPCR...23

6.7 Andlisis del dafio a membrana en células P. putida KT2440 y las cepas derivadas por

MICrOSCOPIA A€ fIUOTESCENCIA. ......c.eiieeeiiirieici ettt 26
VI RESULTADOS ...ttt e e et e e e e e e e e e e e e ennnns 28
7.1 Determinacién de la supervivencia de P. putida KT2440 a desecacion..........ccccceeveeveerenen. 28
7.2 Perfil transcriptémico de células desecadas-rehidratas 20 minutos y células desecadas-
rehidratas 24 horas de P. putida KT2440.........cooi ettt 29
7.3 Genes diferencialmente expresados en células desecadas-rehidratas 20 min .................. 33
7.4 Validacion de los genes diferencialmente expresados por RT-QPCR ........cccccceveviivieienne 34
7.5 Evaluacion de la supervivencia a desecacion de las mutantes de P. putida KT2440........ 37
7.6 Evaluacion de la integridad de la membrana en las mutantes de P. putida KT2440 ......... 40
7.7 Genes diferencialmente expresados de células desecadas-rehidratas 24 horas............... 42

7.8 Clasificacion funcional de los genes diferencialmente expresados en la rehidratacion de
24 NOTAS ...ttt bt h e bttt h bt b e b e bttt bt ne e 47



I Centro de Investigaciones en Ciencias Microbiolégicas

7.8.1 GENES SODreeXPreSAUOS ....cc.eoviriiriiieieiee et 47
7.8.2 GENES IEPIMILOS ...ttt ettt ettt b bbbt a ettt et ebeene e nnes 54

IX. DISCUSION ...ttt ettt ettt 56
X CONCLUSIONES ...t e e et e e e e ab e e e e eeaa e e aeees 67
XI. CONGRESOS, CURSOS Y PUBLICACION .....c.ccoeveeeeieeeeeeeeeeeeee e 68
XILREFERENCIAS ..ttt e e e e e 70
D IR N ) @ 1 TP 82
Anexo 1: Contexto gendmico de las mutantes de P. putida KT2440.........c.cccccvevvevvevvccvevenneenen. 82
ANEX0 2: EXIraCCiON A DINA ..ottt b e b e 83
Anexo 3: AmplIficacion del geN 16S........coo i 84
ANEXO 4: DIgestiOn el gEN LBS.........ooioieieeceececeeee ettt sttt et e s te e e besanenes 85

ANEX0 5: TINCION CON €l Kit LIVE/DEAD ...t eeeeeeeeeeee e s eeseeeesseneeeessaseneessanes 86



I Centro de Investigaciones en Ciencias Microbiolégicas

AD

BSR

DPID

PGPB

ROS

TA

VBNC

INDICE DE ABREVIATURAS

Antes de la desecacion

Tasa de supervivencia bacteriana

Dias después del inicio de la desecacion

Bacterias promotoras del crecimiento vegetal

Especies reactivas de oxigeno

Temperatura ambiente

Viable no cultivable




I Centro de Investigaciones en Ciencias Microbiolégicas

RESUMEN

En el presente estudio se explor6 la supervivencia de Pseudomonas putida KT2440 a la
desecacion ambiental y su posterior rehidratacion. Se encontrd que es una bacteria poco
tolerante a desecacion, debido a que 15 dias después del inicio de la desecacion pierde
la viabilidad. Anteriormente, se establecié que P. putida KT2440 entra en estado viable
no cultivable (VBNC) como estrategia de supervivencia a la desecacién y recupera la
viabilidad cuando las células son rehidratadas por un periodo de 24 horas. El analisis
transcriptomico de células desecadas 18 dias y rehidratadas 20 minutos y células
desecadas 18 dias y rehidratadas 24 horas comparado con células no desecadas reveld
genes potencialmente involucrados en el retorno del estado VBNC. Se determiné que la
activacion de los procesos de transporte, a través del receptor dependiente de TonB
(PP_1446) para la captacion de sideréforos y el sistema de transporte de alcoholes de
cadena media (PP_2662 y PP_2676) contribuyen a ciertas funciones en el estado VBNC
de P. putida KT2440. No obstante, la interrupcién del gen PP_1446 incrementd la
supervivencia de la cepa mutante. Ademas, se encontré que la mayor expresion de
transcritos fue detectada durante la rehidratacion por 24 horas, 148 genes fueron
regulados positivamente y 43 genes fueron regulados negativamente. De acuerdo con la
clasificacion funcional correspondiente a procesos bioldgicos se establecid que los
procesos enriquecidos fueron transporte, 6xido-reduccion, regulacion de la transcripcion
y procesos biosintéticos, para los genes inducidos. Los resultados sugieren la activacion
del catabolismo de fenilalanina y leucina, para la obtencién de fuentes de carbono y
nitrégeno durante la limitacion de nutrimentos que impera en las condiciones de
rehidratacion, ademas de la activacion de biosintesis de aminoacidos posiblemente para
la acumulacion de solutos compatibles. Para los genes reprimidos el proceso
mayormente afectado fue el proceso de traduccién, indicando que la sintesis de

proteinas se reduce.
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ABSTRACT

In the present study, the survival of Pseudomonas putida KT2440 to air desiccation and
rehydration was evaluated, we found that KT2440 is a desiccation-sensitive bacterium,
after 15 days of desiccation, this bacterium loses cultivability. Previously, we showed that
P. putida KT2440 can develop a viable non-culturable state (VBNC) as a survival strategy
to deal with desiccation stress. When dormant cells are rehydrated for 24 hours they
recover cultivability. The transcriptomic analysis of cells desiccated-rehydrated for 20
minutes and cells desiccated-rehydrated for 24 hours compared to non-desiccated cells,
revealed genes potentially involved in the return of the VBNC state. The activation of
transport processes, through the TonB-dependent receptor (PP_1446) and medium chain
alcohol transport system (PP_2662 and PP_2676) suggested that the uptake of
siderophores and medium chain alcohol metabolism contribute to certain functions in the
VBNC state of P. putida KT2440. The downregulation of ribosomal protein genes
indicated that protein synthesis was reduced in the VBNC state. The interruption of the
PP_1446 gene increased the survival of this mutant strain. Finally, the highest expression
of transcripts was detected during rehydration for 24 hours, 148 genes were positively
regulated, and 43 genes were negatively regulated. According to the functional
classification corresponding to biological processes, the enriched processes were
transport, oxide-reduction, regulation of transcription and biosynthetic processes, for the
induced genes. These results included the activation of phenylalanine and leucine
catabolism pathways, suggesting that cells obtain carbon and nitrogen sources from

those amino acids.



I Centro de Investigaciones en Ciencias Microbiolégicas

.  INTRODUCCION

El suelo es parte importante del ecosistema terrestre y esencial para el sustento de
numerosos procesos de la vida (Tilak et al., 2005). La microbiota que habita en el suelo
le provee fertilidad y de esta forma contribuye al éxito de los cultivos agricolas (Wang et
al., 2020). Bacterias, hongos, actinomicetos, protozoos y algas componen la microbiota
del suelo, siendo las bacterias el grupo mas abundante, comprendiendo cerca del 95%
de los microorganismos (Glick, 2012). En el suelo habitan alrededor de 108 a 10° células
microbianas por cada gramo y millones de especies diferentes (Glick, 2012; Tkacz et al.,
2020). La microbiota se encuentra en constante interaccion con las raices de las plantas,
a esta area se le conoce como rizosferay es la regién donde las raices de las plantas, el
suelo y la microbiota interactian entre si (Lynch, 2002). Las raices en la rizésfera
influencian y promueven la interaccion bacteria-planta, puesto que las raices son
capaces de liberar gran variedad de compuestos presentes en los exudados (azlcares,
aminoacidos, acidos organicos y otras moléculas pequefias) (Kamilova et al., 2006), los
cuales realizan la atraccion de organismos benéficos, neutrales y patégenos (de Souza
et al., 2015). Los microorganismos benéficos contribuyen a incrementar la productividad
de la planta a través de diferentes mecanismos (Tilak et al., 2005), por ejemplo,
facilitando y modulando los niveles de hormonas, inhibiendo agentes patégenos y

actuando como rizorremediadores (Olanrewaju et al., 2017).

Con el fin de encontrar nuevas alternativas y disminuir el uso de fertilizantes quimicos,
se ha estudiado el uso de microorganismos para la formulacién de inoculantes
bacterianos, por la capacidad de influenciar el desarrollo de las plantas y disminuir la
contaminacion y deterioro de los suelos (Tilak et al., 2005). Los inoculantes bacterianos
son productos comerciales formados por uno 0 mas microorganismos gue ejercen un
efecto positivo en las plantas (Bashan and Holguin, 1998). Las bacterias promotoras del
crecimiento de plantas 6 PGPB (por las siglas en inglés de: plant growth promoting
bacteria) son parte de las formulaciones de inoculantes, sin embargo, el disefio de estos

depende de la capacidad de promocién del crecimiento, la capacidad de colonizacion y
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adhesion a las plantas y semillas, la interaccion entre las cepas y la adaptacion a

diferentes ambientes (Molina-Romero et al., 2017).

1.1 Bacterias benéficas

Las bacterias promotoras de crecimiento de plantas constituyen un grupo de bacterias
de diversos géneros que por medio de varios mecanismos mejoran el crecimiento y

rendimiento de las plantas (Ahemad et al., 2014).

Fijacion de nitrégeno
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Figura 1. Mecanismos de accién de las PGPB (imagen tomada y modificada de Garcia-
Fraile et al., 2015).

Las PGPB se asocian a las plantas a través de la colonizacion intracelular o extracelular,
permaneciendo al interior de las raices o en la rizésfera, respectivamente. Dentro de las
funciones benéficas propias de las PGPR se encuentra, la actividad como biofertilizante,
fitoestimulante, rizorremediador y biopesticida. Los mecanismos que emplean para llevar
a cabo sus funciones se clasifican de acuerdo a su actividad directa o indirecta (Figura
1) (Ahemad et al., 2014; Garcia-Fraile et al., 2015). Los mecanismos accion directos
incluyen la fijacion biologica de nitrogeno, solubilizacion de fosfatos, produccion de
fitohormonas y produccién de sideroforos. Por otro lado, los mecanismos indirectos con

efecto benéfico son la produccion de antibiéticos, enzimas liticas, produccién de
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compuestos organicos volatiles y la resistencia sistémica inducida (Ahemad and Kibret
2014; Figueiredo et al., 2016; Kloepper et al., 1989).

1.2 Estrés por desecacion

El estrés por factores abidticos tales como, la temperatura, pH, salinidad y la desecacion
afectan a las comunidades microbianas del suelo y causan pérdida de la productividad
agricola, sobre todo cuando las bacterias promueven el crecimiento de plantas (Molina-
Romero et al., 2017; Raza and Faisal, 2013). 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 y supervivencia de los microorganismos (Potts, 2001; Uhlifova et al., 2005). El
agua es necesaria para muchos procesos biomoleculares tales como el plegamiento y
estabilidad de proteinas, ADN Yy lipidos, asi como mantener la estructura celular (Lebre
et al., 2017; Potts, 1994).

La limitacion de agua impide el funcionamiento celular y la supervivencia, esta condicion
se debe al estrés por desecacibn o el aumento de la concentracion de solutos
(hipertonicidad). Las bacterias responden a la deficiencia de agua desencadenando
diversas respuestas que propician estrés bioquimico, fisico, metabdlico y fisioldgico
(Figura 2) (Lebre et al., 2017; Potts, 1994).

La desecacion provoca cambios a nivel fisico, tal es el caso, de la contraccién de
membrana celular, la reduccion de la superficie celular, disminucién de la presion de
turgencia y la reducciéon del volumen citoplasmatico (Lebre et al., 2017; Van De Mortel,
2004). Estos efectos fisioldgicos son producto de la transicién de fase de la membrana
debida a la ruptura de puentes de hidrégeno, cambios en la distribucion de los lipidos en
la membrana y la desnaturalizacion de proteinas, todo ello comprometiendo a la
integridad de la membrana (Potts, 1994; Scherber et al., 2009) Los dafios a la membrana
celular afectan el transporte de metabolitos alterando la cinética de algunas vias
metabdlicas, provocando un estrés metabdlico (Potts, 1994). Ademas, se producen
dafios provocados por el desbalance bioquimico como lo es la desnaturalizacion de

proteinas y afectando a la actividad enzimatica de algunas rutas metabdlicas, ejemplo
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de ello es la interrupcion de la cadena respiratoria promoviendo la acumulacion de
especies reactivas de oxigeno (ROS) y aumentando el estrés oxidativo. Ademas, se
producen modificaciones quimicas del ADN (oxidacién y alquilacién) y deficiencia de las
vias de proteccion y reparacion del ADN (Lebre et al., 2017; Potts, 1994). La muerte
celular ocurre en aquellas bacterias que no son capaces de mitigar el dafio provocado

por la desecacion (Alpert, 2005).

Estrés fisico

Estrés bioquimico . s
- Desecacion : : o
« Acumulacién de ROS que destruyen * Perdida .fiel Iv<|)lumen citoplasmatico y
macromoléculas contraccion celular
* Desnaturalizacion de proteinas intracelulares l * Baja presién de turgencia y drea de

superficie

* Oxidacion de DNA y modificaciones quimicas

Estrésmetabolico o Estrés fisiologico
* Inhibicion de la maquinaria fotosintética * Pérdida de la integridad de la membrana y fuga de
* Interrupcion del transporte de metabolitos a componentes intracelulares
través de la membrana * Interrupcion del potencial iénico a través de la membrana
* Alteracion de la cinética de las vias metabdlicas y » Desnaturalizacion de proteinas unidas a la membrana
las tasas de produccion de energia

Figura 2. Efectos de la desecacion sobre la célula (imagen tomada y modificada de Lebre et
al., 2017).
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1.3 Mecanismos de tolerancia a la desecacion

La tolerancia a la desecacion o anhidrobiosis (vida sin agua), es el proceso por el cual
un organismo metabodlicamente activo, entra en estado de cese de sus funciones cuando
se remueve completamente el agua extra e intracelular, estos organismos tienen la
habilidad de entrar en un estado suspendido hasta su posterior rehidratacion, en ese
momento reestablecen su actividad previa al proceso de desecacion (Figura 3) (Alpert,

2005; Potts, 1994).

Actividad

Secado Desecacion Rehidratacion

Figura 3. Proceso de desecacién-rehidratacion de una bacteria, representa los cambios
de actividad celular con respecto al estado de hidratacion (imagen tomada y modificada
de Potts, 1994).

La definicion cuantitativa de tolerancia a la desecacion es cuando la bacteria sobrevive
a la pérdida de agua a un nivel igual o inferior de 0.1 g de agua por gramo de masa seca
(10% de contenido de agua) (Alpert, 2005). En contraste, las bacterias sensibles no son
capaces de sobrevivir cuando el agua contenida en la célula es reducida a 0.3 H20 g*
de masa seca (Alpert, 2005; Billi and Potts, 2002).

Las células bacterianas que son tolerantes a la desecacion tienen diversos mecanismos
para sobrellevar los dafios provocados por el estrés (Figura 4). En algunas bacterias se
ha observado que hay un aumento en la biosintesis de exopolisacaridos (EPS), se
propone que tiene la funcién de actuar como un agente de unién para las moléculas de

agua ofreciendo un microambiente hidratado (Gulez et al., 2014; Roberson and
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Firestone, 1992). Las mutaciones en la via de sintesis de EPS disminuyen la tolerancia

a la desecacion (Ophir & Gutnick, 1994).

La modificacion de la composicion de la membrana es otro mecanismo por el cual la
bacteria es capaz de tolerar la disminucion extrema de agua, se ha observado un
aumento de lipidos saturados y la isomerizacion cis-trans. La proporcién de lipidos de
membrana se modifica con la finalidad de preservar la fluidez y mantener la fase cristal
liquido, el estado fluido de la membrana permite la permeabilidad, transporte y traduccién

de sefales, durante la desecacion (Lebre et al., 2017).
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Figura 4. Mecanismos de tolerancia a la desecacion (imagen tomada y modificada de Lebre
et al., 2017).

Una estrategia de resistencia a la desecacion es la acumulacioén intracelular de moléculas
de bajo peso molecular y sales, las cuales ayudan a mantener el equilibrio osmético, la
fluidez de la membrana y las proteinas en su forma hidratada (Van De Mortel and
Halverson 2004; Zhang and Yan 2012). Hay una gran variedad de solutos compatibles,
algunos ejemplos son: carbohidratos (trehalosa, glicerol y sacarosa), aminoacidos
(prolina y glutamato) y compuestos como la betaina y sus analogos. Estos solutos son

adquiridos del ambiente o sintetizados de novo por la bacteria (Gouffi et al., 1998). Bajo
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estas condiciones los sistemas de transporte de osmolitos, iones y solutos organicos se
sobreexpresan en respuesta al estrés para contrarrestar la deshidratacion (Lebre et al.,
2017; Purvis et al., 2005).

Durante la desecacion aumenta la expresion de proteinas de estrés denominadas heat
shock proteins (HPS), son chaperonas que cumplen la funcion de ser ensambladoras y
plegadoras, también participan en la secrecion y degradacion de proteinas (Feder and
Hofmann, 1999). Las aquaporinas son proteinas que tienen la funcion de regular el
transporte de osmoprotectores que impiden la lisis celular, son parte de la primera

respuesta ante el estrés por desecacion (Esbelin et al., 2018).

Para contrarrestar la formacién de especies reactivas de oxigeno (ROS) se
sobreexpresan enzimas que disminuyen la acumulacién por medio de superoxido
dismutasa (SOD), catalasas y tiorredoxinas (Lebre et al.,, 2017). El dafio al ADN
ocasionado principalmente por la acumulacion de ROS es impedido por las proteinas de
union a ADN vy corregido por las proteinas reparadoras de ADN, aumentan su expresion
en condiciones de estrés por desecacion (Cytryn et al., 2007; Lebre et al., 2017,
Mattimore and Battista 1996).

Otro mecanismo que se activa bajo diferentes condiciones de estrés (radiacion vy
desecacion) es la induccion del metabolismo central del carbono, de tal forma que
algunas enzimas que participan en la glucolisis, el ciclo del acido tricarboxilico (TCA) y
el ciclo del glioxilato se sobreexpresan para mantener el estado energético de la célula
(Minic, 2015).

1.4 Estado Viable no cultivable

Las bacterias responden a las condiciones adversas ambientales (desecacion,
hambruna, antibiéticos, temperatura, entre otros) empleando diversos mecanismos de
supervivencia (L. Li, Mendis, Trigui, Oliver, & Faucher, 2014). Algunas bacterias son
capaces de disminuir la actividad metabdlica y entrar a un estado viable no cultivable
(VBNC; del inglés: Viable but nonculturable) (Babu et al., 2014; Heim et al., 2002). Este
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estado se caracteriza por la pérdida de la capacidad de crecimiento en medios
convencionales, sin perder la viabilidad dado que las células conservan la integridad de
la membrana celular, la expresion de genes, la sintesis de proteinas y de otras
macromoléculas, bajo una actividad metabdlica disminuida (Heim et al.,, 2002;
Ayrapetyan et al., 2018; Rowe and Madden 2014). El estado es reversible (resucitacion)
posterior a un tratamiento o la mejora de las condiciones ambientales, por lo que sus
funciones retornan y la division celular se reestablece (Babu et al., 2014; Heim et al.,
2002). Se ha reportado que aproximadamente cien especies de microorganismos, entre
ellos bacterias y hongos utilizan el estado VBNC como mecanismo de tolerancia a
diversos estreses y a medida que surgen nuevos avances tecnoldgicos es posible
determinar nuevos microorganismos (Dong et al., 2020) . Los mecanismos que se activan
durante el estado VBNC vy el retorno del estado o resucitacion dependen de cada
microorganismo, aun no se conoce con exactitud los genes especificos involucrados y

las condiciones por las cuales se induce.
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.  ANTECEDENTES

Pseudomonas putida KT2440 es una bacteria Gram-negativa saprofita, se encuentra
clasificada en el grupo de las gamma-proteobacterias. Es ubicua pues posee la
capacidad de habitar diversos ambientes debido a su versatilidad metabdlica (Molina et
al., 2000). La cepa de P. putida KT2440 es derivada de la cepa P. putida mt-2. Esta
Ultima es capaz de degradar tolueno, ya que posee el plasmido TOL-pWWO que codifica
para las enzimas necesarias para su degradacion (Franklin et al., 1981; Molina et al.,
2000; Nelson et al., 2002).

El genoma de P. putida KT2440 fue secuenciado por (Nelson et al., 2002), tiene una
longitud de 6 Mbp con un contenido de 61.6% GC y un total de 5420 marcos de lectura
abierta (ORFs) (Molina-Henares et al.,, 2010; Nelson et al.,, 2002). Se encuentra
certificada por el comité asesor de investigacion en ADN recombinante RAC (por las
siglas en inglés: Recombinant DNA Advisory Committee) como cepa biosegura y puede
ser utilizada como cepa hospedera para clonacion y expresion de genes de bacterias del
suelo (Nelson et al., 2002).

P. putida KT2440 es parte de las bacterias promotoras del crecimiento vegetal, se ha
reportado que tiene la capacidad de colonizar las raices de un gran nimero de plantas,
entre ellas; maiz, trigo, fresa, cafia de azucar y espinacas (Espinosa-Urgel et al., 2002;
Dos Santos et al., 2004). Ademas, su importancia agrobiotecnologia recae en la habilidad
para degradar compuestos xenobioticos, siendo de interés para propésitos de biocontrol
y biorremediacion (M. A. Molina et al., 2005; Nelson et al., 2002).

P. putida KT2440 ha sido ampliamente estudiada con fines biotecnologicos por las
caracteristicas anteriormente mencionadas, sin embargo, se ha reportado que la
supervivencia de P. putida KT2440 disminuye en condiciones de desecacion y
condiciona su uso en la formulacién de inoculantes (Molina-Romero et al., 2017; Pazos-
Rojas et al., 2019). Es una bacteria poco tolerante a la desecacion ambiental (Figura 5)

(Pazos-rojas et al., 2018) y liofilizacién (Mufioz-Rojas et al., 2006). Se ha descrito que la

11
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supervivencia de P. putida KT2440 mejora cuando es sometida a desecacion con
azucares Yy polialcoholes como protectores, mismos que le confieren la tolerancia a la
desecacion (Mufioz-Arenas, 2011). Los disacaridos no reductores como la trehalosa
permiten mejorar la tolerancia aumentando la viabilidad de P. putida KT2440 18 DPID y
optimizando la adhesion a semillas de maiz (Pazos-rojas, 2019). Asimismo, se ha
encontrado que cuando la cepa de P. putida KT2440 y Klebsiella variicola T29A2 (cepa
resistente a la desecacién) son cultivadas juntas y sometidas al proceso de desecacion-
rehidratacion, la supervivencia de P. putida KT2440 se incrementa, sugiriendo asi que la
co-interaccion le confiere mayor capacidad para tolerar el estrés, a diferencia de cuando

la cepa se sometida al estrés sola (Hernandez-Canseco, 2015).
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Figura 5. Tasa de supervivencia de P. putida KT2440 (BSR) durante la desecacién 30 °C, 50%
humedad relativa (Pazos-rojas, 2011).

Por otra parte, en ensayos de desecacion durante 18 dias con posterior rehidratacion de
20 minutos en agua destilada estéril, P. putida KT2440 no fue detectada en placa, sin
embargo, al incrementar el tiempo de rehidratacion durante 24 horas se logré detectar
colonias en placa, sugiriendo asi que la bacteria entra en estado VBNC como estrategia

de supervivencia (Pazos-Rojas et al., 2019; Pazos-rojas et al., 2018).
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[ll.  PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En nuestro grupo de trabajo “Laboratorio de ecologia molecular y microbiana” se ha
encontrado que P. putida KT2440 cuando es sometida a desecacion pierde la capacidad
de crecer en placa, sin embargo, cuando las células desecadas son rehidratadas por un
largo periodo de tiempo (mayor a 24 horas), éstas recuperan su cultivabilidad, lo cual ha
sugerido que P. putida KT2440 utiliza el estado de dormancia o VBNC como una
estrategia de supervivencia al estrés por desecacion. Los mecanismos que emplea la
bacteria para llevar a cabo estos cambios son desconocidos, asi que, el determinar los
genes que gobiernan el estado VBNC es de suma importancia para comprender la

estrategia de supervivencia utilizada por P. putida KT2440.

IV.  JUSTIFICACION

La productividad agricola se ha visto beneficiada por la introduccion de los inoculantes
microbianos y por la disminucion del uso de quimicos que provocan dafnos en el suelo y
ambiente. Sin embargo, un aspecto esencial para el éxito de los inoculantes que
promueven el crecimiento vegetal radica en la capacidad de los microorganismos que lo
conforman para sobrevivir a condiciones adversas, como lo es la limitacion de agua.
Estos microorganismos emplean diversas estrategias para mantener su viabilidad aun
en condiciones de poca disponibilidad de agua. P. putida KT2440 utiliza el estado VBNC
como mecanismo de supervivencia a la desecacion ambiental, sin embargo, el proceso
ha sido poco estudiado. En el presente estudio se analizara el perfil transcriptdmico de
P. putida KT2440 posterior al proceso de desecacion-rehidratacion con la finalidad de

determinar los genes potencialmente involucrados en el retorno del estado VBNC.

V. HIPOTESIS
El retorno del estado VBNC de P. putida KT2440 posterior a la rehidratacion presentara

una expresion diferencial de genes.
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VI.  OBJETIVOS

Objetivo general:
Identificar los genes involucrados en el retorno del estado VBNC en células desecadas-
rehidratadas de P. putida KT2440.

Objetivos particulares:

e Determinar los genes diferencialmente expresados en P. putida KT2440 en el
proceso de desecacion-rehidratacion 20 minutos (Corta).

e Analizar la expresion diferencial de P. putida KT2440 durante la desecacion-
rehidratacion 24 horas (Prolongada).

e Evaluar el comportamiento de P. putida KT2440 y sus cepas derivadas durante el
proceso de desecacidn-rehidratacion 20 minutos y desecacion-rehidratacion 24
horas.

e Determinar los genes involucrados en el retorno del estado VBNC.

14
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VIl. MATERIALES Y METODOS

6.1 Condiciones de crecimiento de P. putida KT2440 y sus mutantes
En el presente estudio se utilizo la cepa de P. putida KT2440 (Tabla 1), se crecio
en medio Luria-Bertani (LB) complementado con cloranfenicol 100 ug/mL (LB-Cm'%) a

30 °C en agitacion constante.

Las mutantes derivadas de P. putida KT2440 analizadas en este estudio fueron donadas
por el Consejo superior de investigaciones cientificas, Estacion Experimental del Zaidin
(CSIC-EEZ) (Tabla 1). La coleccién de mutantes se construyd por mutagénesis al azar
utilizando el transposon miniTn5 (Km), la insercion del transposon se identifico por PCRs
arbitrarias. La informacién de cada mutante que conforma la coleccién se encuentra en
la base de datos Pseudomonas reference culture collection

(http://artemisa.eez.csic.es/mutantes) ver Anexo 1.

Tabla 1. Cepas bacterianas utilizadas en este estudio.

P. putida KT2440 Cepa tipo (Molina-Romero et al., 2017; Pazos-
Rojas et al., 2019)
APP_0256 Derivada de P. putida Cepa donada por EEZ (Molina-
KT2440 PP0256::kmR Henares et al., 2010; Pseudomonas
reference culture collection)
APP_0880 Derivada de P. putida Cepadonada por EEZ (Pseudomonas
KT2440 PP0880::kmR reference culture collection EEZ)
(Molina-Henares et al., 2010;
Pseudomonas reference  culture
collection)
APP_1446 Derivada de P. putida Cepa donada por EEZ (Molina-
KT2440 PP1446::kmR Henares et al., 2010; Pseudomonas
reference culture collection)
APP_3451 Derivada de P. putida Cepa donada por EEZ (Molina-
KT2440 PP3451::kmR Henares et al., 2010; Pseudomonas

reference culture collection)

Las mutantes crecieron en medio LB suplementado con 100 ug/mL de cloranfenicol y 50
pMg/mL de kanamicina. Las cepas se identificaron por métodos moleculares, se extrajo

DNA (Anexo 2) y se amplifico el gen que codifica para el ARNr 16S (Anexo 3).
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Posteriormente se llevo a cabo la restriccion del amplificado y se observo el patron de

bandas en un gel de agarosa 3% (Anexo 4).

6.2 Ensayos de desecacién-rehidratacion utilizando P. putida KT2440y sus
mutantes

Se llevaron a cabo ensayos de desecacion-rehidratacion con P. putida KT2440 y
se determind su supervivencia bajo estas condiciones, el procedimiento se muestra en
la figura 6. El preindculo de P. putida KT2440 fue incubado en medio LB-Cm® a 30 °C
con agitacion constante durante toda la noche. Posteriormente, se inoculé un matraz con
50 mL de LB-Cm?® ajustando la densidad éptica inicial a 0.01 (D.O.s00), se incub6 a 30
°C y agitacion constante hasta llegar a la fase estacionaria (D.O.s00 4-4.5). El cultivo se
centrifugé a 6000 rpm por 10 minutos y se descartd el sobrenadante, el pellet se
resuspendi6 en agua destilada estéril al volumen inicial (50mL) y se centrifugo
nuevamente, el lavado se realiz6 dos veces mas. El ultimo lavado se emple6 para
preparar alicuotas de 500 pL de la suspension en microtubos de 1.5 mL, estos fueron
sellados con tapones de algodon estéril. Las alicuotas se llevaron a una camara de
desecacion controlada a 30 °C y 50% de humedad relativa por 18 dias. Se utilizaron tres
alicuotas para realizar el conteo de unidades formadoras de colonia UFC/mL antes del
inicio de la desecacion utilizando la técnica de goteo en placa en medio LB-Cm!®, Cada
tercer dia después del inicio de la desecacion (DPID) se retiraron de la camara de
desecacion 3 alicuotas y se rehidrataron con 500 pL agua destilada estéril durante 20
minutos, se determiné el nimero de UFC/mL y la tasa de supervivencia bacteriana (BSR)
hasta el dia 18.

La tasa de supervivencia bacteriana (BSR) se determiné por medio de los conteos de
UFC/mL antes y después del proceso de desecacion-rehidratacion de acuerdo a la

siguiente formula (Mufioz-Rojas et al., 2006):

Log(UFC/mL DPID + 1) BSR: Tasa de supervivencia bacteriana
BSR = Log(UFC/mL AD) x100 DPID: Cp,nteo de UFC/mL después del inicio de la
desecacion.

AD: Conteo de UFC/mL antes de la desecacion.
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Los ensayos de desecacion-rehidratacion para las cepas mutantes se realiz6 con el
mismo protocolo, pero utilizando medio LB suplementado con 100 pg/mL de cloranfenicol
y 50 ug/mL de kanamicina.

2 N\ [ N
AL

Preindculo de P. putida KT2440 Inoculacion matraz con LB-Cm Cultivoalcanzalafase
enLB-Cm / (50ml).D.0.500.01  J \, estacionariaD.0.;y4-4.5

( N [ N (

— T 0~ A -

N

Resuspensidn del pelleten Lavados con agua destilada

- -
\_ 2guadestiladaestéril \_ estéril (2X) Y, \_ Centrifugacidn cultivo Y,

_ : () () [
>
Conteode UFC/mly
Alicuotasde 500 pl en determinacién de BSR antesde secol A
microtubos 1.5 ml la desecacion (AD e colocaron enuna camara
\L -J (AD) —j dedesecacidna30°C, 50% HR
por 18 dias

s N\ ( A

—>
h #
»
Conteo de UFC/mly Cada tercerdia serehidratan L didad d
e tres alicuotas hasta 18 DPID 4 PErcita Ceaguase pracuce
determinacion de BSR _j & J gradualmente (DPID) )

Figura 6. Diagrama de ensayo de desecacion.
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6.3 Microarreglos de P. putida KT2440 en condiciones de desecacion-
rehidratacion

Para determinar los genes involucrados en el proceso de desecacion-rehidratacion
de P. putida KT2440, la bacteria se sometio al proceso de desecacion durante 18 dias
en las condiciones anteriormente descritas (Apartado 6.2), se evalué el perfil de
expresion 18 DPID para la condicion de rehidratacion corta (20 minutos) y rehidratacion
prolongada (24 horas), ambos perfiles se compararon con respecto a las muestras antes
de la desecacion, en la figura 7 se describe el procedimiento de los microarreglos.

(ExtracciénRNA\ (SintesisdecDNA\ /Incorporacic’mde\ [ Hibridacién \

Las muestras se hidrataron 18 DPID fluoréforos Las mezclas se colocan en los chips
PSS P Mezcla de reaccién para cada y se incuban para la hibridacién
t '\ ;_| £ condicion y primers hexaméricos Mezcla cDNA y fluordforos
o e I: J ' ' '
Y/ Y X
| v v v = = | @
Extraccion RNA para cada CDNA20mint  cDNAAD+  cDNA24h+ :
o5 oy3 o5
condicion (Tri reagent) Y v Y l
—_— Incubacion \l / \ w/ \% realizan lavados de los chips

Desecacion- Desecacion- Escaneado
RNA total tratado con DNasa y

S rehidratacion rehidratacién da chi
resuspendido en agua DEPC 20 minutos 24horas Cada chip se escanea
ji ﬁj T l \ Mezcla parejas Cy5/Cy3 ) :
L/ Yy - \ cDNA sintetizado /
v u‘ v

Desecacién-  Desecacién-  No desecada

rehidratacién  rehidratacion ~ AD (antes de
Qmin 24h desecaw

Los datos se carganen la base de
datos AimaZen®

Figura 7. Procedimiento de microarreglos de cDNA para P. putida KT2440.

e Extraccion de RNA

La extraccion de RNA total se llevo a cabo con 30 alicuotas para cada condicion
(volumen de 15 mL por condicién). Se descarto el sobrenadante y al pellet se le afiadié
1.6 mL de TRI Reagent (Ambion™) precalentado a 70 °C y se homogenizé con una

pipeta para ser transferido a un tubo de 2 mL; previamente precalentado a 65 °C, y se
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dejo6 incubando por 10 minutos a 65 °C. A continuacion, se centrifugaron los tubos por
10 minutos a 4 °C y el sobrenadante se colectdé en un tubo de 2 mL. Se realizo la
separacion de fases con BCP (1-bromo-3-cloropropano), afiadiendo al sobrenadante 160
WL del reactivo y se incubd a temperatura ambiente (TA) por 15 minutos, posteriormente
se centrifugd por 15 minutos a 4 °C, la suspension se colocé 1 minuto en hielo para
después transferir la fase acuosa (superior) a un tubo nuevo. A continuacion, se realizé
la precipitacion del RNA, para ello se agreg6 1 volumen de isopropanol y se incubaron a
10 minutos a TA. Las muestras se centrifugaron a velocidad maxima a 4 °C durante 8
minutos. Se descarto el sobrenadante y el pellet se lavo con 1 mL de Etanol al 70%
(resuspendido con agua DEPC), se centrifugd a TA por 5 minutos. Se descarté el
sobrenadante, los tubos se colocaron con las tapas abiertas para evaporar los restos de
etanol. El pellet se rehidrato con 80 pL de Agua DEPC a 55 °C durante 15 minutos. Para
eliminar el DNA presente en la muestra se utilizé el kit Turbo DNA free kit (Invitrogen™)
de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las muestras se almacenaron a -80 °C.
La cuantificacion del RNA se realiz6 determinando la absorbancia a 280 nm en el
espectrofotbmetro NanoDrop (Thermo Scientific™ UV-Vis).

e Sintesis de cDNA
Para el alineamiento se realiz6 una mezcla de RNA y oligonucleétidos (pd(N)6
random hexamer), se llevaron a un volumen de 13.5 pyL con agua DEPC. La mezcla se

incubo con los parametros mostrados en la tabla 2:

Tabla 2. Sintesis de cDNA.

25 pg de RNA 70 °C por 10 minutos
7.5 ug oligonucleétidos 25 °C por 10 minutos
Agua 4 °C por tiempo indefinido

Vol. Total: 13.5 pL

El siguiente paso consistié en realizar la reaccion de extension del cDNA bajo las

condiciones descritas en la tabla 3.
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Tabla 3. Extension de cDNA.

Mezcla de oligonucledtidos y 16.5 uL Incubar 2 horas a 42 °C en el

RNA 6 uL :

RT buffer 5x 3 L termociclador.
DTT 0.1 M 1puL

RNase OUT (40 U/uL) 2 UL

SuperScript Il RT (200 U/ul) 0.6 uL

50x dNTPs/aa-dUTP mix 3.9 uL

H-0 DEPC 30 pL

Vol. Total:

Ademas, se elimind el RNA no transcrito en cDNA por hidrdlisis alcalina, afiadiendo a la
mezcla de reaccion 10 uyL de EDTA 50 mM pH 8 y 10 uL de NaOH 1 N e incubada a 65
°C durante 15 minutos, transcurrido el tiempo se neutraliz6 la reaccion agregando 25 uL
de HEPES 1 M pH 7. La eliminacion de oligonucleétidos y dNTPs no incorporados se
realizé con el kit PCR purificacion QIAGEN™, se cuantificé y seco por 40 minutos en un

equipo de vacio speed-vac.

e Incorporacion de fluoréforos

El cDNA seco se resuspendié en una solucion de NaHCOsz 0.1 M pH 9.0,
posteriormente se incorporaron los fluoréforos durante 2 horas en condiciones de
oscuridad. El marcaje se realizé utilizando Cy3 fluorophore (CyTM3 monofunctional
reactive dye; Amersham Pharmacia™) para las muestras antes de la desecacion y
CyTMS5 fluorophore (CyTM5 monofunctional reactive dye; Amersham Pharmacia™) para
las muestras después de la desecacion. Al terminar el tiempo de incubacion se agregé

hidroxilamina 4 M durante 15 minutos a temperatura ambiente (Quenching).

El cDNA marcado se purificé con el kit PCR purification de QIAGEN™ vy se llevé a un
volumen de 50 pL de tampdn fosfato 4 mM, pH 8.5 en microtubos ambar de 1.5 mL. Se
procedio a medir la densidad de marcaje en el espectrofotémetro (pmoles de CyDye/ug
de cDNA) y se mezclaron las parejas Cy5/Cy3 y secaron en el speed-vac (en oscuridad)

durante 1 hora.
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e Hibridacion
Los chips (Progenika Biopharma™) empleados en este trabajo consistieron en 11520
puntos, 5539 ORFs (50-mer) colocados por duplicado, 20 puntos de control de

homogeneidad por duplicado y 203 puntos controles negativos en diversas posiciones.

Los chips se limpiaron con aire comprimido y se colocaron en la solucion de bloqueo (5x
SSC; 0.1% SDS; 1% BSA) a 42 °C por 45 minutos, se realizaron 2 lavados con agua
milliQ y uno con isopropanol, posteriormente se centrifugaron los chips en tubos falcon
de 50 mL. EI cDNA marcado con los fluoréforos fue rehidratado con 35 pL de solucion
de hibridacion (5x SSC; 25% (v/v) formamida; 0.5% (p/v) SDS; 5%(p/v) dextran sulfate;
5x solucién Denhardt’s: Ficoll; polyvinylpyrrolidone; BSA) precalentada a 42 °C y se
prosiguio a la desnaturalizacion a 98 °C por 3 minutos. Las muestras se colocaron al
centro de un cubreobjetos y encima se deposité el chip, para cada muestra y condicion.
Se incubaron por 20 horas a 42 °C en una camara de hibridacion (Arraylt Hybridization

Cassette).

e Lavado y escaneado
Se realizaron cuatro lavados para cada chip utilizando cuatro soluciones de lavado (Tabla

4). El procedimiento para cada lavado se describe en la tabla 5.

Tabla 4. Preparacion de las soluciones de lavado.

Solucion de lavado 1 Citrato de sodio salino (SSC) 2X, SDS 0.1%
Solucién de lavado 2 SSC 1X
Solucién de lavado 3 SSC 0.2X

Soluciéon de lavado 4 SSC 0.1X
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Tabla 5. Procedimiento de lavados.

Lavado 1 La soluciébn 1 se precalenté a 42 °C en agitacion constante hasta
desprender los cubre objetos y posteriormente se volvié a colocar en la
solucion 1y se incubo 5 minutos en agitacién constante.

Lavado 2 Se cambia el chip a la solucion 2 y se incubaron 5 minutos con agitacion
constante, se repitié una vez este paso.

Lavado 3 En la solucién de lavado 3 se incubaron 5 minutos con agitacion
constante.

Lavado 4 El dltimo lavado se llevd a cabo utilizando la solucién de lavado 4, y se

incub6 durante 5 minutos a temperatura ambiente.

El secado de los chips se realizé en tubos falcon de 50 mL por medio de centrifugaciéon
a 1000 rpm durante 5 minutos a temperatura ambiente. Al finalizar el secado, los chips
se escanearon con el Biochip Scanner 4100 A (Axon Corporation™) y se utilizé el

programa GenePix™ Pro 5.1 software, cada chip se escaned tres veces por punto.

6.4 Andlisis de expresion diferencial
Se realizo el analisis de las imagenes y los resultados se recabaron en archivos
(.gps). Los archivos fueron cargados en la base de datos AlmaZen

(http://almazen.eez.csic.es:8230/almazen/jsp/login.html, desarrollado por Bioalma™). La

normalizacion de los datos se efectud por regresion lineal en escala logaritmica para
ambos canales. El andlisis de expresion diferencial se realizé dentro de la plataforma
AlmaZen en la herramienta “Comparative experiments”, dénde se aplicaron los
siguientes filtros para la obtencion de los genes diferencialmente expresados: Fold
change (< -2, >2), Av. Signal (>64, >64) y p-value (< -0.05, >0.05). La prueba T-pareada

se aplico para el andlisis de significancia antes del calculo de los valores de P.

6.5 Clasificacion funcional por ontologia y rutas metabdlicas

La clasificacion funcional de los genes diferencialmente expresados en ambas
condiciones se realiz6 utilizando los términos GO correspondientes a la categoria de
proceso biolégico anotados en las bases de datos Pseudomonas Genome Database

(PGD, http://www.pseudomonas.com) y EcoCyc E. coli Database (Ecocyc,

https://ecocyc.org/).
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La busqueda de los genes regulados positiva y negativamente en la biosintesis de
aminoacidos y catabolismo de la fenilalanina se realizaron en la base de datos Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG https://www.kegg.jp/).

6.6 Validacion de genes diferencialmente expresados en P. putida KT2440 por RT-
gPCR

Con la finalidad de validar los resultados obtenidos del ensayo de desecacion-
rehidratacion de 20 minutos, evaluados por microarreglos, se midio la expresién de los 6
genes por la técnica de RT-gPCR. Se evalud su expresion en células no desecadas
(antes de la desecacion), células desecadas no hidratadas, células desecadas-
rehidratadas 20 minutos y células desecadas-rehidratadas 24 horas.

e Extraccién de RNA total de células no desecadas, desecadas no hidratadas
y desecadas-rehidratadas

Para la extraccion de RNA de las células para cada condicion anteriormente
mencionada, se utilizé el pellet de cinco alicuotas por condicién, posteriormente se
centrifugaron a 8000 rpm. El pellet se resuspendié en 500 uL de la solucion de lisis (SDS
0.5%, Acetato de sodio 20 mM y EDTA 10 mM) y se homogenizé, inmediatamente se
agregaron 500 pL de fenol-acido cloroformo (precalentado a 65 °C), se incubd la
suspension por 10 minutos a 65 °C. Al término de la incubacion se centrifugd a 14000
rpm por 10 minutos, se observo la formacion de dos fases. La fase superior se transfirié
a un nuevo tubo y se agregaron 500 pL de fenol cloroformo caliente e incubé durante 10
minutos a 65 °C, se centrifugaron a 14000 rpm por 10 minutos, se repitid dos veces el
paso anterior. Se afiadié 500 pL de alcohol isoamilico al sobrenadante, se mezclé con el
vortex y se procedi6 a centrifugar a 14000 rpm por 10 minutos, este paso se repitié una
vez mas. Al sobrenadante se le afiadieron 2.5 volimenes de etanol absoluto y se
precipitd por 24 h a -80 °C. La mezcla se centrifugd a 14000 rpm y se descartd el
sobrenadante. Finalmente se realiz6 un lavado con 500 pL de etanol al 70%. El pellet se

resuspendioé con agua DEPC y se almaceno a -80 °C hasta su uso.
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e Eliminacion de DNA contaminante de las muestras de RNA total de células

no desecadas, desecadas no hidratadas y desecadas-rehidratadas de P.
putida KT2440

La eliminacion del DNA contaminante para cada muestra se llevo a cabo empleando

el TURBO DNA-free Kit (Invitrogen™). La reaccion se hizo en un volumen de 50 pL, la

mezcla incluy6 10 pg de RNA total, 2U de la enzima DNasa (TURBO DNase™) y 0.1

volumenes del buffer (10X TURBO DNase™). La mezcla se incubo a 37 °C por 30

minutos, al finalizar el tiempo de incubacién se agregd 0.1 volumenes del buffer de

inactivacion de la enzima (DNase Inactivation Reagent™) e incubd por 5 minutos a TA,

a continuacién, se centrifugaron a 14000 rpm por 1.5 minutos. El sobrenadante se

transfirid a un nuevo tubo evitando succionar el precipitado blanco. Las muestras con el

RNA tratado se cuantificaron y almacenaron a -80 °C hasta su uso.

e Sintesis de cDNA de las muestras no desecadas, desecadas no hidratadas

y desecadas-rehidratadas de P. putida KT2440
La sintesis de cDNA se realizd con el kit High Capacity cDNA Reverse Transcription
(Applied biosystems™), para la mezcla de reaccidon se utiliz6: 0.5 pg del RNA
previamente tratado con DNAsa y los oligonucleétidos reversos (Tabla 8) a una

concentracion de 10 uM. Las condiciones de retrotranscripcion se revisan en la Tabla 6.

Tabla 6. Mezcla de reaccién y condiciones de sintesis de cDNA.

10X RT Buffer 1.0uL 25 °C X 10 minutos
25X dNTP’s mix 0.4 uL 37 °C X 120 minutos
Transcriptasa reverse 0.5puL 85 °C X 5 minutos
Agua 21 puL 4 °C X 10 minutos
Mezcla de oligonucleétidos reversos 1.0 pL

RNA tratado DNAsa 5.0 uL

Vol. Final: 10 pL
Se realiz6 la amplificacion de los 6 genes diferencialmente expresados del ensayo de

rehidratacion corta (20 minutos) por medio de PCR punto final, la mezcla incluyé cDNA

como templado y cada par de oligonucleétidos (Tabla 8), bajo las condiciones descritas
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en la tabla 7. Se visualizé la amplificacion mediante una electroforesis en gel de agarosa

al 1%.

Tabla 7. Condiciones de PCR punto final para templado de cDNA.

Master mix Go Tag (Promega™)

10.0 yL 95 °C, 5 minutos

Oligonucledtido directo 1.0uL 95 °C, 30 segundos
oligonucledtido reverso 1.0 uL 55 °C, 30 segundos } 30 ciclos
Agua 6.0 uL 72 °C, 20 segundos

cDNA 20 puL 72 °C, 8 minutos

Vol. Total: 20 uL 4 °C, 10 minutos

Tabla 8. Oligonucleétidos utilizados para la amplificacion de los 6 genes diferencialmente

expresados del ensayo de microarreglos en la condicién de rehidratacion 20 minutos.

2676F
2676R
2662F
2662R
3451F
3451R
880F

880R

1446F
1446R
256F

256R

rpoNF
rpoNR

GTACGCCTGCAACTGATCT
TCGGCCAATTGCTGATGA
CCAACTACCTAGGCTTCAACAT
GTTGGTTTCACTGTCGTTGATG
TGGACAAGCCGTTGCATATC
CTGCCACCACACAGTCAAG
CACCTGGCAGTTCATCCT
TCAGTGACATCACCACTGAC
TCAGCTCGGTCAAGGTAGAT
GCTTCGTAGCCCTTGTTCTT
CTGACCAGGCCGAATTCTATAC
GAGCAGTCAGGGAAGTTGTT
CTGGTAGAACTGAACCAGGAAG
GTTGCGCATGAAGGTGTTG

PP_2676 Proteina de union a
periplasma putativa (pedG)
PP_2662 Porina etilenglicol

PP_3451 Proteina hipotética

PP_0880 Transportador ABC

de dipéptidos permeasa
(dppc)
PP_1446 Receptor

dependiente de TonB

PP_0256
putativa

Oxidorreductasa

Factor sigma-54
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e Determinacion de la expresion de los genes 6 genes en células no
desecadas, desecadas no hidratadas y desecadas-rehidratadas de P. putida
KT2440

La PCR cuantitativa se realizo utilizando 20 ng de cDNA y 6 uM de oligonucleétidos

(directo y reverso) para cada condicion. La reaccion se llevd a cabo en placas de 96
pozos y la amplificacién en el termociclador 7500 Fast Real Time PCR System (Applied
Biosystems™) bajo las condiciones descritas en la tabla 9. Cada condicion se evalué por
triplicado. Se empled el gen rpoN como gen enddégeno o normalizador (Follonier et al.,
2013).

Tabla 9. Condiciones de RT-qPCR.

SYBR Green PCR Master Mix 10.0 uL 95 °C, 5 minutos

Oligonucledtido directo 1.0uL 95 °C, 30 segundos} 30 ciclos
Oligonucledtido reverso 1.0 uL 55 °C, 30 segundos

Agua 8.0 pL

cDNA 20 ng

Vol. Total: 20 pL

Los datos fueron analizados con el método 2-22CT(Livak and Schmittgen, 2001):

AACT = [(CT gen de interés — CT control interno) DD — (CT gen de interés —CT control interno) AD]

DD: Después de la desecacion
AD: Antes de la desecacion
Control interno: Gen rpoN normalizador

6.7 Andlisis del dafio a membrana en células P. putida KT2440 y las cepas
derivadas por microscopia de fluorescencia

Sé evaluo el dafio a membrana de las células de P. putida KT2440 y las mutantes,
para ello se utilizaron células no desecadas y células desecadas-rehidratadas 20 minutos
y se tifieron con el kit LIVE/DEAD® BacLightTM Bacterial Viability Kit for microscopy,
siguiendo las recomendaciones del fabricante. El kit consta de los fluoréforos SYTO9
(500-550nm) y ioduro de propidio (420-490nm), el primer fluoréforo permea la membrana

de las células y se tifien de color verde, por el contrario, el segundo fluoréforo penetra
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las células con la membrana dafiada y tifie las células de rojo (Anexo 5). Las células se
observaron en el microscopio de fluorescencia VE-14YT. El Merge (union) de las

imagenes se realizé en el software ImageJ (Schneider et al., 2012)
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VIll.  RESULTADOS

7.1 Determinacion de la supervivencia de P. putida KT2440 a desecacion

Para determinar la tolerancia a desecacion de P. putida KT2440, la bacteria se
sometid al proceso de desecacion-rehidratacion durante 18 dias a 30 °C y 50% HR. El
conteo inicial de células en el dia cero o antes de la desecacién (AD) fue de 10.4X10%°
UFC/mL y la BSR se establecié como 100.
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Figura 8. Supervivencia de P. putida KT2440 durante el proceso de desecacién-rehidratacion
20 minutos por 18 dias a 30 °C y 50% HR. A) BSR y B) Log UFC/mL.
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Posterior a los 6 DPID las muestras se secaron completamente. Para el dia 15 después
del inicio de la desecacion y rehidratacion de 20 minutos el conteo de células y BSR
descendié a cero y contindo hasta el dia 18 DPID. En la figura 8 se muestra el
comportamiento de P. putida KT2440 durante el proceso de desecacion-rehidratacion 20
minutos. De acuerdo con estos resultados y otros antecedentes del grupo, P. putida

KT2440 es poco tolerante a la desecacion.

Para el caso de 18 DPID y rehidratacion de 24 horas, el conteo de UFC/mL y BSR resulto
mayor que los valores obtenidos con la rehidratacién corta (20 min), 4.1X10%+0.18
UFC/mL y 38.3+0.17, respectivamente. Sugiriendo asi que P. putida KT2440 utiliza el
estado viable no cultivable (VBNC) como estrategia de supervivencia ante el estrés por

desecacion, ya que posterior a la rehidratacion prolongada retorna al estado cultivable.

Con el objetivo de identificar los genes involucrados en el retorno del estado VBNC de
P. putida KT2440, se realiz6 el analisis transcriptomico de las células desecadas-
rehidratadas 20 minutos y células desecadas-rehidratadas 24 horas, y la expresion se

compard con el transcriptdma de las células no desecadas (AD).

7.2 Perfil transcriptomico de células desecadas-rehidratas 20 minutos y células
desecadas-rehidratas 24 horas de P. putida KT2440

Se determind el transcriptdma por microarreglos para ambas condiciones, con ese
fin se realiz6 la extraccion de RNA de células no desecadas, células desecadas-
rehidratas 20 minutos y células desecadas-rehidratadas 24 horas, las muestras se
corrieron en gel de agarosa (Figura 9). Posterior a la sintesis de cDNA las muestras se
hibridaron en chips (Progenika). Cada condicién se realizo por triplicado.
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Figura 9. Electroforesis de RNA tratado con DNasa utilizado para los ensayos de
microarreglos. Carril:1-3 muestras no desecadas; Carril 4-6: muestras desecadas-rehidratadas
20 minutos; Carril 7-9: muestras desecadas-rehidratadas 24 horas.

Las imagenes obtenidas de las lecturas de cada chip se procesaron en el software
Genepix, posteriormente los datos se cargaron en la plataforma ALMAZEN (Bioalma™)
para realizar el analisis estadistico de cada condicién. En el analisis transcripcional de
las células desecadas-rehidratadas de 20 minutos se obtuvieron 6 genes
diferencialmente expresados (Figura 10). Cada punto en ambos graficos corresponde a
un gen, los puntos en azul representan los genes diferencialmente expresados. En la
grafica MA, A corresponde a el nivel de expresion promedio de un gen en ambos canales
(Canal verde: células no desecadas; Canal rojo: células desecadas-rehidratadas) y M la
diferencia de expresion de un gen en un canal con respecto al otro, los valores positivos
de M indican que se trata de un gen sobreexpresado, por el contrario, los valores de M
negativos indican un gen reprimido. En la figura 10 la gréfica A representa el nivel de
expresion promedio de un gen en ambos canales y la grafica B, el “fold change” que es
el nimero de veces que la expresion de un gen en un canal es mayor o menor a la

expresion con respecto al otro.
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Figura 10. Analisis de expresion diferencial de genes de las células de P. putida KT2440
desecadas-rehidratadas 20 minutos, cada punto en azul representa un gen que cumple
con los pardmetros FC=2 y FC<2, Av. signal >64 y P-value <0.005. A) Gréfica MA y B)
Grafica del “Fold change”.

En contraste, en el analisis transcriptémico de las células desecadas-rehidratadas por 24
horas (rehidratacion prolongada) se obtuvieron 191 genes diferencialmente expresados
(Figura 11).
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Figura 11. Analisis de expresion diferencial de los genes de las células de P. putida
KT2440 desecadas-rehidratas 24 horas, los puntos en azul representan los genes que
cumplen con los parametros: FC=22 y FC<2, Av. signal >64 y P-value <0.005. A) Gréfica

MA y B) Gréfica “Fold change”.

En el siguiente diagrama de Venn se describe la comparacion entre los resultados de
microarreglos del ensayo de desecacion-rehidratacion corta y desecacion-rehidratacion

prolongada. Se obtuvo un mayor nimero de transcritos en los ensayos de rehidratacion
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de 24 horas que en la rehidratacion de 20 minutos y solo un gen (PP_2676) se induce

en ambas condiciones (Figura 12).

A Inducidos B Reprimidos

20 min 24 h 20 min 24h

Figura 12. Comparacion del andlisis transcriptomico de células desecadas-hidratadas 20
minutos y células desecadas-hidratadas 24 horas considerando: A) Genes
sobreexpresados y B) Genes reprimidos.

7.3 Genes diferencialmente expresados en células desecadas-rehidratas 20 min
En la tabla 10 se enlistan los 6 genes diferencialmente expresados para el ensayo
de desecacion-rehidrataciéon de 20 minutos obtenidos por microarreglos. Se obtuvieron
los términos GOID correspondiente a la categoria de proceso biolégico para 3 genes. El
gen PP_0256 oxidorreductasa putativa que participa en procesos de 6xido-reduccion y
los genes PP_0880 transportador ABC de dipéptidos permeasa (dppc) y PP_2662 porina
gue conforme a la clasificacion funcional participan en el transporte de transmembrana.
Para los genes PP_1446 receptor dependiente de TonB, PP_2676 proteina de unién a
periplasma (PedG) y PP_3451 proteina hipotética no se encontré su posible funcién por
clasificacion ontoldgica. Los genes presentaron un “fold change” mayor a 4 excepto para
el gen PP_3451. La induccion de la expresion de estos genes, sugiere que podrian
desempeiiar alguna funcién importante en el retorno del estado VBNC, ya que a pesar
de que P. putida KT2440 no es recuperada en placa mantiene una transcripcién activa

de éstos 6 genes.
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Tabla 10. Genes diferencialmente expresados durante el proceso de desecacion-
rehidratacion 20 min en P. putida KT2440.

Locus Nombre el GOID P_ro,ce_so
change bioldgico
PP_0256 Oxidorreductasa putativa 4.586 G0:0055114 Proceso OX ido-
reduccion
PP_0880 _ 'I:rapsportador ABC de 4.309 GO:0055085 Transporte
dipéptidos permeasa (dppc) transmembrana
PP 1446 Receptor dependiente de 5162
- TonB
PP 2662 Porina etilenglicol 4.884  GO:0055085 Transporte
transmembrana
PP 2676 Proteina de union a 4.404
periplasma putativa (pedG)
PP_3451 Proteina hipotética 2.309

7.4 Validacion de los genes diferencialmente expresados por RT-gPCR

Para corroborar los resultados obtenidos de los andlisis por microarreglos se
procedi6 a medir la expresion de los 6 genes del experimento de desecacion-
rehidratacion 20 minutos por medio de la técnica de RT-gPCR. Se consideraron cuatro
condiciones a evaluar: 1) células no desecadas (AD), 2) células desecadas 18 dias sin
hidratar (para evaluar la expresion de los genes durante el estado VBNC), 3) células

desecadas-rehidratadas 20 min y, 4) células desecadas-rehidratadas 24 h.

Para realizar los ensayos se extrajo RNA total de las células de P. putida KT2440 para
cada condicion, las muestras se corrieron en un gel de agarosa al 1% (Figura 13).
Posteriormente, se trataron las muestras de RNA total con el DNA free kit, para eliminar
el DNA contaminante de cada una y se realizo la electroforesis en gel de agarosa 1%
(Figura 13).

El siguiente paso consistio en realizar la sintesis de cDNA a partir del RNA tratado para
cada condicion. Finalmente, se llevaron a cabo los ensayos RT-gPCR para los 6 genes
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y 4 condiciones estudiadas, los resultados se analizaron utilizando el método AA®T
(Figura 14).

Figura 13. A) Electroforesis de RNA total de células no hidratadas, desecadas-rehidratadas
20 min, desecadas-rehidratadas 24 h y no desecadas. Carril 1:Marcador de peso molecular;
Carril 2 : células desecadas no hidratadas; Carril 3: células desecadas hidratadas 20 minutos;
Carril 4: células desecadas hidratadas 24 horas; Carril 5: células no desecadas. B)
Electroforesis de RNA total y RNA tratado con DNAsa de células no desecadas de P. putida
KT2440. Carril 1: RNA total de P. putida KT2440; carril 2: Marcador de peso molecular; carril
3: RNA tratado con DNAsa.

El gen PP_3451 que codifica para una proteina hipotética de funcidon desconocida no
present6é cambios significativos para las condiciones de células desecadas no hidratadas
(VBNC) y células desecadas-hidratadas 20 minutos con respecto a las muestras no
desecadas. Por el contrario, el nivel de expresibn aumento a 2 para la condicion

desecacion-hidrataciéon 24 horas.

El nivel de expresion del gen PP_2676 proteina putativa de unién a periplasma obtuvo
un “fold change” de 42 en células desecadas no rehidratadas (estado VBNC) con
respecto a las células no desecadas, mientras que para la condicion de desecacion-
rehidratacion de 20 minutos el aumento de la expresién fue de 19 veces y para las
muestras desecadas-hidratadas 24 horas la expresion se incrementdé 49 veces.
Interesantemente el gen PP_2662 que codifica para una porina mostro los niveles de
expresidbn mas altos en todas las condiciones evaluadas. El nivel de expresién de

PP_2662 para las células desecadas no rehidratadas (estado VBNC) fue 98 veces mas
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alto que las células no desecadas. Para las células desecadas-hidratadas 20 minutos y
24 horas el nivel de expresion fue 76 y 75 veces mas alto que la condicién control

(bacterias no desecadas).

El gen PP_1446 receptor dependiente de TonB se expresd 6 veces mas en bacterias
desecadas no-hidratadas (VBNC) que en la condicion no desecada (control). La
expresion del gen en las células desecadas-hidratadas 20 minutos fue incluso mayor, 19
veces mas que la condicidn control. Y para la condicion desecacion-hidratacion 24 horas

el aumento de la expresion fue de 3 veces.
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Figura 14. Expresion relativa de los genes PP_3451, PP_2676, PP_2662, PP_1446,
PP_0880 y PP_0256, antes del inicio de la desecacion (AD), 18 DPID sin hidratar (S/H), 18
DPID rehidratacién 20 minutos (20 min) y 18 DIPD rehidratacion 24 h (24 h). Los datos se
normalizaron con el gen rpoN.

Los niveles de expresion del gen PP_0880 transportador ABC permeasa de dipéptidos

no presentaron cambios significativos en ninguna condicion.
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El gen PP_0256 que codifica para una oxidorreductasa putativa presentd aumentos

moderados en su expresion.

Los altos niveles de expresion obtenidos mediante la RT-gPCR sugieren que los genes
PP_2662, PP_1446 y PP_2676 podrian tener un rol crucial en el estado VBNC vy el
probablemente en su retorno. Cinco genes de seis mostraron resultados similares en

ambas técnicas, RT-qPCR y microarreglos.

7.5 Evaluacién de la supervivencia a desecaciéon de las mutantes de P. putida
KT2440

Con la finalidad de investigar la importancia de los genes diferencialmente
expresados en el proceso de desecacion-rehidratacion de 20 minutos en el retorno del
estado VBNC se evalué el comportamiento de las mutantes de estos genes
sometiéndolas a la desecacion. Cuatro mutantes de P. putida KT2440 fueron donadas
por EEZ-CSIC (Anexo 1), sin embargo, las mutantes correspondientes a los genes

PP_2662y PP_2676 no se encontraron disponibles.

Se realizé la identificacibn molecular de las cepas derivadas de P. putida KT2440, para
ello se llevé a cabo la extraccion del DNA de cada cepa (Figura 15) y se realiz6 la
amplificacion del gen 16S para las cinco cepas, obteniendo el amplificado esperado de

1379 pb para cada cepa (Figura 15).
Posteriormente se llevé a cabo la restriccion del amplificado del 16S con la enzima Hhal

donde se obtuvieron 5 fragmentos con los tamafios esperados correspondientes a la

prediccion in silico (Figura 16).
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Figura 15. A) Electroforesis de DNA de P. putida KT2440 y las mutantes. Carril 1:Marcador de
peso moleculer; Carril 2: P. putida KT2440; Carril 3:APP_3451; Carril 4:APP_1446; Carril
5:APP_0880; Carril 6: APP_0256. B) Amplificacion del gen 16S. Carril 1:Marcador de peso
moleculer; Carril 2: P. putida KT2440; Carril 3:APP_3451; Carril 4:APP_1446; Carril 5:
APP_0880; Carril 6: APP_0256 y Carril 7: control de agua.

Figura 16. Perfil de restriccion del gen 16S con la enzima Hhal. Carril 1:Marcador de peso
moleculer; Carril 2: P. putida KT2440; Carril 3:APP_3451; Carril 4:APP_1446; Carril
5:APP_0880; Carril 6: APP_0256.

A continuacion, se evalu6 el comportamiento de las mutantes APP_3451, APP_1446,
APP_0880 y APP_0256 durante el proceso de desecacion-rehidratacion 20 minutos
(Figura 17) y desecacion-rehidratacion 24 horas (Tabla 12). No se encontro diferencia en
el comportamiento de tres mutantes respecto a la silvestre durante el ensayo de
desecacioén-rehidratacion corta. No obstante, la mutante APP_1446 sobrevivié 18 DPID,
el conteo de bacterias fue de 103 UFC/mL y la BSR de 29 (Figura 17), este resultado
supone que la mutacién en el gen PP_1446 interviene en el proceso de entrada del
estado VBNC.
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Figura 17. Supervivencia a desecacién-rehidratacion 20 minutos de P. putida KT2440 y cepas
derivadas por 18 dias a 30 °C y 50%. A) BSR y B) Log UCF/mL.

Asimismo, se valoré el comportamiento de las mutantes durante el proceso de
desecacion-rehidratacion prolongada, sin embargo, los resultados no presentaron

diferencias significativas con respecto a P. putida KT2440 (Tabla 11).
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Tabla 11. Supervivencia de P. putida KT2440 y las mutantes posterior a la desecacién-
rehidratacion de 24 horas.
Supervivencia a desecacion-rehidratacion 24 horas

Cepas P. putida | APP_0256 | APP_3451 | APP_0880 | APP_1446
KT2440

Log UFC/mL 3.17+0.03 | 2.81+0.30 | 3.32+0.02 | 3.66+0.07 | 3.50+0.19

BSR 29.69+0.28 | 25.90+2.78 | 31.54+0.24 | 34.32+0.66 | 33.26+1.49

7.6 Evaluacion de laintegridad de la membrana en las mutantes de P. putida
KT2440

Para determinar si la integridad de la membrana de las cepas derivadas de P.
putida KT2440 es alterada por la desecacion. Se llevé acabo la tincion de las células
bacterianas no desecadas y desecadas-hidratadas 20 min con el kit LIVE/DEAD vy la
observacion al microscopio de fluorescencia de las cuatro mutantes y P. putida KT2440
(Figura 18). Para las células no desecadas no hubo diferencia entre las cepas, se
observé la mayoria de las células con fluorescencia de verde, es decir que la membrana
se encontré integra. En contraste, después de la desecacion-rehidratacion de 20 minutos
las células de P. putida KT2440 y las cepas APP_3451, APP_0880 y APP_0256 se
tiferon de rojo indicando que las células sufrieron dafio en la membrana, estos resultados
concuerdan con la pérdida de la cultivabilidad de las cepas a los 18 DPID. Sin embargo,
las células de la cepa APP_1446 se observaron en su mayoria con fluorescencia roja y
en menor proporcion en color verde, este hallazgo coincide con la supervivencia de la
cepa APP_1446 18 DPID. Asi que se sugiere que la preservacion de la integridad de la

membrana contribuye a la resistencia de la mutante APP_1446.
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Cepa Células no desecadas Células desecadas-
rehidratadas 20 min

WT

APP_0256

APP_0880

APP_1446

APP_3451

Figura 18. Imagenes de microscopia de fluorescencia de células no desecadas y
desecadas-rehidratadas 20 minutos de P. putida KT2440 y las mutantes tefiidas con el
kit LIVE/DEAD
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7.7 Genes diferencialmente expresados de células desecadas-rehidratas 24 horas
El analisis de los resultados obtenidos de los microarreglos de las muestras de
desecacion-rehidratacion prolongada produjo 191 genes diferencialmente expresados,
148 genes inducidos enlistados en la tabla 12 y 43 genes reprimidos ordenados en la
tabla 13, a diferencia del experimento de rehidratacién corta que se observaron sélo 6

genes diferencialmente expresados.

Tabla 12. Genes sobreexpresados para la condicion de desecacidn-rehidratacion de 24
horas en P. putida KT2440.

Genes sobreexpresados
Locus Gen Nombre ~ele
Change

PP_5407 Proteina de transposicién TnsD-like 2.242
PP_5318 ubiA 4-hidroxibenzoato nonaprenil transferasa 2.215
PP_5311 Proteina de transduccion de sefal 2.149
PP_5297 Transportador de amino&cidos 4.183
PP_5295 Proteina hipotética 3.102
PP_5246 kefB-lll  proteina sistema de eflujo de potasio 2.087
PP_5237 Proteina hipotética 2.620
PP_5203 fau 5-formiltetrahidrofolato ciclo-ligasa 2.174
PP_5115 Proteina contiene dominio peptidasa M16 2.478
PP_5114 Adenina metiltransferasa, degradacién de RNA 2.620
PP_5104 Tiazol sintasa 2.403
PP_5087 rpmE 50S proteina ribosomal L31 2.090
PP_5078 aroB 3-dehidroquinato sintasa 2.158
PP_5077 Proteina contiene dominio esporulacion 2.281
PP_5069 trxC Tiorredoxina 2.374
PP_5066 cvrA Antiportador potasio/protén 2.602
PP_5054 Glutarredoxina 3 2.612
PP 5047  nirB gis;irgl?ozigtzzgdﬁtggble componente sensor histidin 2146
PP_5017 tatB Translocasa Sec-independiente 2.224
PP_5005 phaC Poly (3-hidroxialcanoato) polimerasa 2 3.225
PP_5001 hslU Proteasa ATP-dependiente subunidad union-ATP HslU 6.239
PP_4960 fda Fructosa bifosfato aldolasa 2.270
PP_4958 ygjP Hidrolasa metal-dependiente 2.237
PP_4940 Glicosiltransferasa 2.419
PP_4921 Transportador de nucléosido NCS1 2.019
PP_4905 Proteina de motor flagelar MotA 3.512
PP_4901 yicG Proteina de membrana interna 2.019
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PP_4887 Proteina hipotética 3.803
PP_4857 yhjG Proteina YhjG 2.147
PP_4853 Permeasa superfamilia DMT 2.031
PP_4802 Proteina reguladora de lipoato 2.125
PP_4782 thiD Fosfometilpirimidina cinasa 2.749
PP_4754 Regulador transcripcional de la familia TetR 2.739
PP 4748 Transportador ABC aminoacidos proteina unién- 2 579
- sustrato
PP 4740 hsdR ig?ﬁg\;gl:zzseaﬂ%il IS|stema de modificacion de 2 550
PP_4707 Proteina OmsY-like 2.110
Multifuncional DNA helicasa ATP- dependiente/
PP_4674 recC dsDNA/ ssDNA exonucleasa/ ssDNA subunidad 2.296
endonucleasa recombinasa (recC)
PP_4558 Acetiltransferasa familia GNAT 6.704
PP_4447 Proteina hipotética 2.627
PP_4427 Transportador ABC aminoacidos permeasa 3.153
PP_4361 fliK Proteina flagelar de control de la longitud del gancho 2.241
PP_4216 pvdE Transportador péptido ciclico 2.458
PP_4199 Lipoproteina 2.773
PP 4147 yejA ;’:;;zggrtador ABC de péptidos proteina de unién a 2 066
PP 4146 ;’Lrjesigzggrtador ABC péptido proteina de unién a 2 042
PP_4124  nuoG NADH deshidrogenasa subunidad G 2.941
PP_4113 Proteina hipotética 2.366
PP_4104 Glutation S-transferasa 2.884
PP_4102 Proteina hipotética 2.698
PP_4078 Proteina hipotética 2.298
PP_4064 ivd Isovaleril- CoA deshidrogenasa 2.519
PP_4027 Proteina hipotética 2.065
PP_3956 Proteina hipotética 2.027
PP_3948 Aldehido deshidrogenasa 2.020
PP_3940 Transportador de la familia facilitador mayor 2.036
PP_3925 Aminoglucosido fosfotransferasa 4.142
PP_3910 Proteina hipotética 2.042
PP_3813 ribAB-Il  3,4-dihidroxi-2-butanona-4-fosfate sintasa 2.348
PP_3768 aroE Shikimate 5-deshidrogenasa 2.126
PP_3735 Transportador ABC proteina de union-ATP 3.038
PP_3711 Diguanilato ciclasa 2.004
PP_3683 Proteina hipotética 2.183
PP_3678 Proteina hipotética 2.361
PP_3664 pssA CDP-diacilglicerol serina O-fosfatidil transferasa 2.268
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PP_3653
PP_3587
PP_3561
PP_3512
PP_3494
PP_3474
PP_3422
PP_3380
PP_3355

PP_3346

PP_3340
PP_3337
PP_3303
PP_3276
PP_3275
PP_3271

PP_3270

PP_3146
PP_3134
PP_3086
PP_2972
PP_2966
PP_2962
PP_2951
PP_2922
PP_2880
PP_2869
PP_2756
PP_2676

PP_2664

PP_2622
PP_2652
PP_2651
PP_2638
PP_2631
PP_2603

PP_2573

PP_2530

tpx

Itg
ptxS

nikE

phal
phaH
phakK

phaL

pedG
pedS1

Transportador de aminoacidos LysE
Proteina con dominio redoxina

Portador de eflujo de auxina

Proteina con dominio de par transmembrana
Proteina hipotética

Proteina de ensamble de curli CsgE
Transglicosilase litica

Represor utilizaciéon 2- cetogluconato (ptxS)
Beta-cetotiolasa

Transportador de nickel proteina de union-ATP NikE

Receptor de TonB-dependiente

Proteina de membrana

3-oxoacil-ACP sintasa

Subunidad fenilacetato-CoA oxigenasa Paal
Subunidad fenilacetato-CoA oxigenasa Paal
Porina especifica de &cido fenilacético

Bifuncional aldehido deshidrogenasa/enoil-CoA
hidratasa

Oxidorreductasa

Proteina transferasa hexapéptido
Factor sigma 70 RNA polimerasa
Proteina hipotética

Proteina hipotética

Zinc- alcohol deshidrogenasa
Regulador transcripcional de la familia TetR
Urea amidoliasa proteina like
Proteina like urea amidoliasa
NADH flavin oxidorreductasa
Proteina hipotética

Proteina de unidn a sustrato

Sistema sensor doble componente histidin
cinasa/regulador de respuesta

Proteina hipotética
Hidratasa/descarboxilasa

Transportador de familia mayor facilitador
Subunidad celulosa sintasa BcsC

Proteina biosintesis de celulosa BcsF/Yh|T
Xilosa isomerasa

Glioxalasa/proteina de resistencia a
bleomicina/dioxigenasa

Proteina hipotética

2.978
2.018
2.429
2.221
3.553
3.199
2.068
2.696
2.591

2.144

2.369
2.070
2.238
2.533
2.025
2.107

2.249

2.437
2.067
2.213
2.489
2.500
2.064
5.755
2.558
2.029
2.038
2.197
2.342

2.226

2371
3.552
2.695
2.520
2.250
2.136

2.102

3.025

44



I Centro de Investigaciones en Ciencias Microbiolégicas

PP_2507

PP_2506
PP_2498
PP_2492
PP_2476
PP_2475
PP_2455
PP_2386
PP_2376
PP_2256
PP_2253
PP_2250
PP_2222
PP_2209
PP_2208
PP_2104
PP_2072

PP_2067

PP_1890
PP_1870
PP_1834
PP_1817
PP_1776
PP_1748
PP_1712
PP_1662
PP_1377
PP_1376
PP_1349
PP_1103
PP_1188
PP_1156
PP_0991
PP_0981
PP_0919
PP_0700
PP_0671
PP_0668
PP_0651
PP_0574
PP_0570

yghD

rbsA

cti

phnwW
phnX

tpm

pcaF
pcaK
pduO

dctA

glyA

Deshidrogenasa cadena corta/reductasa
oxidorreductasa

Proteina de membrana

Proteina hipotética

Alcohol deshidrogenasa NAD(P)-dependiente
Zinc alcohol deshidrogenasa

Regulador transcripcional de la familia TetR
Transportador ABC ribosa proteina de union-ATP
Proteina hipotética

Isomerasa cis/trans acidos grasos

Regulador transcripcional de la familia Cro/Cl
Regulador transcripcional de la familia GntR
Regulador transcripcional de la familia LysR
Proteina hipotética

2-amino etill fosfonato-piruvato transaminasa
Fosfonoacetaldehido hidrolasa

Proteina de membrana

Regulador transcripcional de la familia AraC

Transportador de la familia de resistencia a dogras
EmrB/QacA

Chaperona de ensamble del pili
Tiopurina S-metiltransferasa
Proteina con dominio anquirina
Deshidrogenasa de cadena corta
Manosa-6-fosfato isomerasa
Proteina hipotética

Proteina hipotética

Proteina hipotética

Beta-cetoadipil CoA tiolasa
Transporte de benzoato

Corrinoide adesiltransferasa PduO
DEAD/DEAH box helicasa
Transportador C4-dicarboxilato DctA
Transportador formato/nitrato
Proteina hipotética

Proteina hipotética

Proteina hipotética

Factor sigma FecR anti-Fecl

Serina hidroximetil transferasa
Sensor de transmembrana 15 FecR- like
Acetiltransferasa

Regulador transcripcional de la familia LUuxR
Alfa-2-macroglobulina

2431

2.871
2.315
2.936
3.174
2.587
2.098
2.039
2.006
2.194
2.121
3.088
2.145
2.487
2.578
2.455
2.127

2.112

2.246
2.597
2.587
2.004
2.168
2771
2.151
2.883
2.386
2.238
2.588
2.853
2.045
2.339
2.185
2.548
2.703
2.356
2.625
2.068
3.486
2.725
2.166
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PP_0514
PP_0512
PP_0277
PP_0204
PP_0175
PP_0134
PP_0090

ribD

Proteina de biosintesis de riboflavin RibD
Proteina hipotética

Proteina hipotética

Regulador transcripcional de la familia GntR
Regulador transcripcional de la familia MarR
Proteina asociada a transporte

Proteina hipotética

2.463
3.375
3.037
2.126
2.332
5.706
3.081

Tabla 13. Genes reprimidos para la condicién de desecacion-rehidratacion de 24 horas
en P. putida KT2440.

Genes reprimidos

Locus

PP_5183
PP_4917
PP_4897
PP_4709
PP_4594
PP_4562
PP_4557
PP_4385
PP_4370
PP_4258
PP_4000
PP_3991
PP_3839
PP_3820
PP_3433
PP_2697
PP_2695
PP_2693
PP_2647
PP_2645
PP_2467
PP_2395
PP_2377
PP_2322
PP_2160
PP_2132
PP_2089
PP_1914

Gen

pde

rpsO

flgG
fliE
ccoP-2
serS

adhA

hpd

mgtB
roml

oprl

queF

oprF
fabG

Nombre

Glutamina sintetasa

3’, 5'fosfodiesterasa nucleétido ciclico
N-acetilmuramoil-L-alanina amidasa

30S proteina ribosomal S15

Cistationina gamma-liasa

Proteina hipotética

Proteina hipotética

Proteina de cuerpo basal flagelar FIgG
Proteina de cuerpo basal de gancho flagelar FIiE
Cbb3-2 citocromo ¢ oxidasa subunidad P
Seril-tRNA sintetasa

Proteina hipotética

Alcohol deshidrogenasa

Maturasa que codifica el intron del grupo Il
4-hidroxifenilpiruvato dioxigenasa

Proteina con dominio flavin reductasa
Regulador transcripcional de la familia LysR
Dipeptidasa

Transportador de la familia facilitador mayor
ATPasa de tipo P translocacion de magnesio
50S proteina ribosomal L35

Proteina con repetidos ricos en leucina
Aciltransferasa

Lipoproteina de membrana externa Oprl
7-ciano-7-azaguanina reductasa

Proteina de estrés universal

Proteina de la familia OmpF

3-cetoacil-ACP reductasa

Fold
Change

-3.624
-2.352
-3.043
-9.425
-5.172
-3.894
-2.069
-4.854
-4.770
-3.404
-2.640
-2.641
-5.885
-3.038
-6.798
-2.119
-3.828
-2.904
-4.863
-3.069
-4.956
-4.398
-2.092
-7.896
-5.061
-2.197
-4.112
-2.289
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PP_1840 Proteina hipotética -2.050
PP_1773 ihfB Factor de integracion subunidad beta -2.382
PP_1646 Alquil hidroperéxido reductasa -2.104
PP_1522 c¢spA-1 Proteina Cold shock CspA -2.095
PP_1503 Proteina hipotética -2.913
PP_1185 oprH Proteina de membrana externa H1 -7.928
PP_1100 dcd Deoxicitidina trifosfate deaminasa -7.430
PP 1071 gltl I;?gﬁr;osrtua}sc:gtﬁ\BC Glutamato/aspartato proteina de 2386
PP_0459 rplVvV 50S proteina ribosomal L22 -5.770
PP_0454  rpIC 50S proteina ribosomal L3 -5.951
PP_0446 rplL 50S proteina ribosomal L7/L12 -4.658
PP_0387 rpoD Factor sigma RNA polimerasa RpoD -3.115
PP_0201 Prolil-tRNA sintetasa -5.483
PP_0023 Proteina hipotética -3.535

7.8 Clasificacion funcional de los genes diferencialmente expresados en la
rehidratacion de 24 horas

Para determinar la posible funcion de los genes diferencialmente expresados
durante la desecacion-rehidratacion prolongada se realiz6 la clasificacion ontolégica para
la categoria de proceso biolégico de los 191 genes. La busqueda de los términos GO se
realizd en la base de datos de Pseudomonas database y Biocyc. De los 148 genes
inducidos se logré obtener el 57% de los términos GO y 43% no se determinaron (Figura
19). Mientras que, para los 43 genes reprimidos se logro clasificar el 77% de los genes

y 23% no se determinaron (Figura 23).

7.8.1 Genes sobreexpresados

Los genes regulados positivamente durante la desecacion-rehidratacion 24 h con mayor
representacion en la ontologia de procesos bioldgicos se encuentran relacionados con
proceso de transporte, Oxido-reduccion, regulacion de la transcripcion y procesos

biosintéticos (Figura 19).
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Proceso biolégico: Genes sobreexpresados

= Transporte

= Procesos oxido-reduccion
Regulacion de la transcripcion
Procesos biosintéticos

= Otros procesos biologicos

= Procesos metabdlicos

= Metabolismo DNA-RNA

= Homeostasis redox celular

= Procesos catabdlicos

= Transduccion de sefial/Fosforilacion

= Protedlisis

= Organizacion del Pilus

= Plegamiento de proteinas mediado por
chaperonas

Traduccion

No determinado

Figura 19. Clasificacion ontolégica correspondiente a la categoria de proceso biolégico para
los genes sobreexpresados en bacterias desecadas-rehidratadas 24 horas.

o Genes participantes en los procesos de transporte

El 11% del total de los genes clasificados se encuentran relacionados con procesos de
transporte, es interesante que la mayoria de estos genes participan en el transporte de
aminoacidos, por ejemplo, los genes PP_5297 transportador de aminoacidos, PP_4427
transportador ABC de aminoacidos permeasa, PP_4147 proteina de unién a sustrato
transportador ABC de péptidos, PP_4146 proteina de union a sustrato transportador ABC
de péptidos y PP_3653 transportador de aminoacidos LysgE. Otros genes
sobreexpresados con funcion de transporte fueron: PP_4216 transportador de péptidos
ciclico, PP_3561 transportador de eflujo de auxina, PP_2651 transportador de resistencia
a farmacos de la familia EmrB/QacA y PP_0134 proteina asociada a transporte. La
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expresion de estos genes responde al estado nutrimental de la célula, puesto que se
inicia el intercambio intra y extracelular de sustancias, primordialmente captacion de

nutrientes y expulsion de compuesto toxicos.

o Genes involucrados en los procesos 6xido-reduccion

El total de los genes regulados positivamente que se encuentran involucrados en
procesos de Oxido- reduccién corresponde al 8%, el grupo se conforma entre otros por
oxidorreductasas que participan en diversas rutas metabdlicas, ejemplo de estos genes
son PP_4064 Isovaleril-CoA y PP_3768 shikimato 5-deshidrogenasa (Figura 21) e
intervienen en el catabolismo de la leucina, valina e isoleucina y biosintesis de tirosina y
triptéfano, respectivamente. La sintesis de aminoacidos puede ser una estrategia de
sintesis de solutos compatibles para mantener la osmorregulacién celular, mientras que
el catabolismo de aminoacidos podria ser fuente de nutrientes para la célula por falta de
nutrientes en el medio. La sobreexpresion genes que codifican para proteinas
antioxidantes que comparten el grupo con los procesos de homeostasis celular, estos
genes son: PP_5054 glutarredoxina, PP_3587 proteina con dominio redoxinay PP_5069
tiorredoxina, su funcién posiblemente sea el disminuir el estrés oxidativo en la célula.
Otros genes participantes en los procesos de 6xido-reduccién son: PP_5066 Antiportador
potasio/proton (cvrA), PP_4124 NADH deshidrogenasa subunidad G y PP_2492 alcohol
deshidrogenasa NAD(P)-dependiente.

o Genes con funcion de regulacion de la transcripcion
El tercer grupo de la clasificacion funcional de los genes sobreexpresados en la
rehidratacion de 24 horas son los procesos de regulacién de la transcripcién con el 8%
del total de los genes. En este grupo se distinguen los reguladores pertenecientes a la
familia TetR, ya que ocupan la mayoria de los genes clasificados en el grupo y son:
PP_4754 regulador transcripcional de la familia TetR, PP_2951 regulador transcripcional
de la familia TetR, PP_2880 regulador transcripcional de la familia TetR y PP_2475
regulador transcripcional de la familia TetR. Otros genes con posible funcién de
regulacion de la transcripcién son PP_2253 regulador transcripcional de la familia GntR,

PP_2250 regulador transcripcional de la familia LyrR, PP_2072 regulador transcripcional
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de la familia AraC y PP_0175 regulador transcripcional de la familia MarR. El cambio de
un estado de dormancia donde la expresion de genes se disminuye, a un estado
cultivable requiere de la accion de numerosos reguladores transcripcionales encargados

de controlar diversos procesos celulares.

o Genes involucrados en procesos biosintéticos
El 7% de los transcritos sobreexpresados participan en procesos de biosintesis, entre los
procesos se encuentra la biosintesis de aminoéacidos, celulosa y lipidos. Los genes que
actuan en la sintesis de los aminoacidos fenilalanina, tirosina y triptéfano son PP_5078
3-dehidroquinato-synthase (aroB) y PP_3768 Shikimato 5-hidrogenasa (aroE) (Figura
21). Los genes PP_3664 CDP- diacilglicerol O-fosfatidil transferasa (pssA) y PP_0671
serina hidroximetil transferasa (glyA) participan en la sintesis de los aminoacidos glicina,
serina y treonina (Figura 23), el incremento de la biosintesis de aminoacidos podria estar
ligado a la acumulacion de solutos compatibles. Mientras que el gen PP_2638 celulosa
sintasa subunidad BcsC actua en la sintesis de celulosa y el gen PP_3303 3-oxoacil-
ACP sintasa en la sintesis de &cidos grasos, sugiriendo el cambio de la composicién de

los lipidos de membrana y la sintesis de exopolisacaridos.

50



I Centro de Investigaciones en Ciencias Microbiolégicas

BIOSINTESIS DE AMINOACIDOS
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Figura 20. Genes sobreexpresados en la biosintesis de los aminoacidos tirosina, triptéfano,
fenilalanina, serina, glicina y treonina.
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Figura 22. Genes sobreexpresados en la biosintesis de serina, glicina y treonina.
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7.8.2 Genes reprimidos

Los genes regulados negativamente con mayor representacién en la ontologia de
procesos biologicos se encuentran relacionados con procesos de traduccion, 6xido-
reduccion, regulacion de la transcripcion (Figura 23).

Proceso bioldgico: Genes reprimidos

® Traduccidn

= Procesos oxido-reduccion
= Otros procesos biologicos
Regulacién de la transcripcion
= Transporte
® Procesos hiosintéticos
= Modificacion post-traduccional

D

= Procesos metabalicos

® Flagelo de tipo bacteriano dependiente de
motilidad celular

= Proceso biosintético de DNA

® Procesos catabdlicos

= Protedlisis

= No determinado

Figura 23. Clasificacion ontolégica correspondiente a la categoria de proceso bioldgico para
los genes reprimidos de las células desecadas-rehidratadas 24 horas.

o Genes del proceso de traduccion
De acuerdo con la clasificacion de los términos GO de los genes reprimidos, el grupo con
mayor numero de genes es el proceso de traduccion con 13%. Algunos genes presentes
en el grupo son: PP_4709 30S proteina ribosomal S15, PP_0459 50S proteina ribosomal
L22, PP_0454 50S proteina ribosomal L3, PP_0446 50S proteina ribosomal L7/L12 y
PP_4000 ligasa de serina-tRNA, la represién de estos genes implica la diminucion de la
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traduccion y el uso de traduccidn especifica durante la rehidratacion de 24 h y retorno
del estado VBNC.

o Genes del proceso de 6xido-reduccion
Por otra parte, los procesos de 6xido-reduccion fue el segundo grupo con mayor cantidad
de genes reprimidos, represento el 12% de los genes clasificados. Los genes PP_1914,
3-cetoacil-ACP  reductasa, PP_3839 alcohol deshidrogenasa, PP_3433 4-
hidroxifenilpiruvato dioxigenasa (Figura 21) y PP_4258 Cbb3-2 citocromo c oxidasa
subunidad P, codifican para oxidorreductasas participantes en diversas rutas
metabdlicas, por ejemplo, PP_3433 participante en el metabolismo de la fenilalanina fue

regulado negativamente.

o Genes relacionados con laregulacion de la transcripcién
El tercer proceso con la mayoria de transcritos regulados negativamente fue la categoria
de regulacién de la transcripcion con 8% del total de los genes, resaltan los genes
PP_1522 Cold shock protein CspA y PP_0387 RNA polimerasa factor sigma RpoD. El
factor sigma (rpoD), esencial en el crecimiento exponencial fue reprimido, coincide con
el estado “dormido” de las células ya que durante la rehidratacion no hay nutrientes

disponibles en el medio y por lo tanto no hay crecimiento de células.
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IX. DISCUSION

P. putida KT2440 es una bacteria metabdlicamente versatil, por sus caracteristicas
promotoras del crecimiento vegetal es considerada una PGPB con potencial
agrobiotecnoldgico (Molina-Romero et al., 2017). No obstante, es poco tolerante a la
desecacion, condicidon que limita su uso en inoculantes microbianos, debido a que las
cepas que conforman los consorcios bacterianos deben ser capaces de tolerar
condiciones adversas, como lo es la baja disponibilidad de agua. Interesantemente, se
ha descrito que en condiciones de desecacion P. putida KT2440 utiliza el estado VBNC
como estrategia de supervivencia (Pazos-Rojas et al., 2019), pese a estos hallazgos, los
genes involucrados en la entrada al estado VBNC, permanencia y el retorno cultivable
no sean han explorado para P. putida KT2440. En el presente estudio se realizé la
busqueda de los genes potencialmente involucrados en el retorno del estado VBNC en

células desecadas-rehidratadas de P. putida KT2440.

Se exploro la supervivencia de P. putida KT2440 a desecacion-rehidrataciéon 20 min, los
resultados indicaron que ésta disminuye posterior a 15 DPID, el conteo de UFC/mL vy
BSR desciende a cero y continua asi hasta los 18 DPID, estos resultados confirman que
P. putida KT2440 es poco tolerante a la desecacién. Interesantemente, posterior a la
rehidratacion prolongada el conteo de UFC/mL incrementa a 102 UFC/mL, sugiriendo asi
gue la bacteria utiliza el estado viable no cultivable (VBNC) como estrategia de
supervivencia ante el estrés por desecacion, mientras que el retorno del estado cultivable
ocurre al rehidratar las células por un periodo prolongado. En numerosos estudios se ha
reportado que las células retornan de la dormancia o estado VBNC al remover el factor
estresante: pH, inanicion, temperatura, desecacion, estrés oxidativo y estrés osmaotico
(Ding et al., 2017; Dong et al., 2020; Pazos-Rojas et al., 2019; Zhong et al., 2019) o por
la accion de un estimulo del entorno, por ejemplo aminoacidos (Dong et al., 2020). Con
la finalidad de determinar los genes involucrados en el proceso rehidratacion y retorno
del estado VBNC, se analiz6 el transcriptoma de P. putida KT2440 en condiciones de
desecacion-rehidratacion 20 minutos y desecacion-rehidratacion 24 horas, ambas

condiciones se compararon con el transcriptoma de células no desecadas (AD).
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El andlisis del perfil transcriptomico por microarreglos de las células de P. putida KT2440
desecadas-rehidratadas por 20 minutos sefal6 6 genes diferencialmente expresados, no
obstante, al realizar la validacién por RT-gPCR se encontrd que s6lo 5 de estos genes
se inducen en condiciones de rehidratacién corta (PP_2676, PP_2662, PP_3451,
PP_1446y PP_0256). Asimismo, se determin6 por RT-qPCR que los 5 genes se inducen
en células desecadas 18 dias sin hidratar, este hallazgo resalta la probable participacion
de estos genes en el proceso de mantenimiento del estado VBNC vy el retorno al estado
cultivable.

El gen PP_2676 codifica para una proteina putativa de union a periplasma (pedG) y el
gen PP_2662 para una porina, ambos genes se encuentran organizados en un cluster
(PP_2662-PP_2680) regulado por pdeR1 (PP_2665), se ha reportado que el cluster
codifica para diversos transportadores ABC que participan en el intercambio de
diferentes sustancias y compuestos téxicos (Dos Santos et al., 2004). En P. putida
KT2440 se ha reportado que ambos genes se encuentran involucrados en el
metabolismo de alcoholes de cadena media y polioles, tal es el caso de n-butanol (Vallon
et al., 2015), glicerol (Nikel et al., 2014) y etilenglicol (Li et al., 2019). Por otra parte, el
gen PP_2676 cuenta con un dominio de union a penicilina (PBP) y se induce en
respuesta a niveles letales de cloranfenicol (Fernandez et al.,, 2012) e imipenem
(Bojanovic et al., 2017). Ademas, se ha encontrado que el gen PP_2676 patrticipa en la
tolerancia a naftaleno y otros compuestos que producen estrés oxidativo (Fernandez et
al., 2012). El papel que desempefian los genes PP_2676 y PP_2662 en este estudio
apunta a la participacién en el intercambio y degradacion de polioles almacenados como
solutos compatibles durante el estrés por desecacion, ademas de la expulsion de
compuestos toxicos. Interesantemente, el gen PP_2676 fue el Unico de los 6 genes que
se sobreexpresé en todas las condiciones analizadas por RT-qPCR (células desecadas,
desecadas-rehidratadas 20 min y desecadas-rehidratadas 24 horas) y microarreglos
(células desecadas-rehidratadas 20 min y desecadas-rehidratadas 24 horas), por lo
tanto, su participaciéon podria ser fundamental en el retorno del estado VBNC.

Desafortunadamente, las mutantes APP_2676 y APP_2662 no se encontraron
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disponibles para analizar el comportamiento de estas cepas en condiciones de

desecacion.

El gen PP_0256 codifica para una oxidorreductasa putativa (subunidad a de
molibdopterina); las enzimas que utilizan al molibdeno como cofactor participan en la
transferencia de protones en diversas reacciones redox intracelulares y en el
metabolismo de carbono, nitrégeno y azufre (Lobbi-Nivol and Leimkuhler 2013; Xia et al.,
2018). En P. putida se ha reportado la participacion del sistema de transporte de
molibdeno ModABC en la degradacion de nicotina (Xia et al., 2018). En E. coli el gen
yedY codifica para la oxidorreductasa-molibdopterina que forma parte del sistema
enziméatico MsrPQ encargado de reparar proteinas que contienen sulfoxido de
metinonina, un dafio provocado por especies reactivas de oxigeno y cloro (Gennaris et
al., 2015). En los ensayos por RT-gPCR sé observo la disminucion de los niveles de
expresion del gen PP_0256 con respecto al tiempo de rehidratacién, mientras que para
las células desecadas no hidratadas el nivel de expresion fue adn mayor. Este
comportamiento podria sugerir que el gen PP_0256 se encuentra mas activo durante el
estado VBNC contrarrestando el dafio ocasionado por los ROS producto del estrés
inducido por la desecacion y en medida que las células retornaron al estado cultivable
su expresion fue disminuyendo. La mutacion en el gel PP_0256 no caus6 cambios en el
comportamiento de la bacteria durante el proceso de desecacion-rehidratacion.

El gen PP_0880 codifica para el transportador ABC de dipéptidos permeasa se expreso
diferencialmente en los ensayos de microarreglos, sin embargo, cuando se realiz6 la

validacion por RT-gPCR no present6 cambios en ninguna de las condiciones analizadas.

El gen PP_3451 es una proteina hipotética de funcién desconocida, de acuerdo con los
ensayos de RT-gPCR solo presenta cambios significativos posterior a desecacion-
rehidratacion 24 horas. Sera interesante continuar con los analisis correspondientes para

determinar su funcion.
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El gen PP_1446 codifica para un receptor de TonB. Los receptores dependientes de
TonB participan en el transporte a través de la membrana, se ubican en la membrana
externa y utilizan la energia protdon-motriz generada por el complejo TonB-ExbB-ExbD
(sistema TonB) que se encuentra en la membrana interna. La limitacion de nutrientes
experimentada por las células de P. putida KT2440 durante los 18 dias de desecacion
pudo haber desencadenado la respuesta estricta y por lo tanto el incremento de la poza
de (p)ppGpp, un regulador positivo de los transportadores dependientes de TonB,
esencial para la captacion de sideroforos, hierro, vitamina B12, quelatos de nickel y
carbohidratos (Fujita et al., 2019; Hauryliuk et al., 2015; Menikpurage et al., 2019; Noinaj
et al., 2010; Yanan et al., 2019). La eliminacién del agua durante la desecacion provoca
la oxidacién del hierro de las proteinas (Labrude, Chaillot, & Vigneron, 1987) asi que las
células desecadas posiblemente activan el receptor dependiente de TonB (PP_1446)
para importar el hierro. Estudios en otras bacterias han revelado que durante el estado
de dormancia las células activan la transcripcion de genes que codifican para proteinas
antioxidantes y de transporte de hierro. En un analisis transcripcional de V. cholerea en
estado VBNC se identificé la sobreexpresion de un sistema de transporte de hierro (iron
(1) ABC transporter) sugiriendo asi que la adquisicidon de hierro es importante para la
supervivencia de la bacteria (Asakura et al., 2007; Payne et al., 2016). De la misma forma
en analisis del transcriptoma de Vibrio parahaemolyticus durante el estado VBNC cuatro
transportadores de hierro fueron regulados positivamente (Meng et al., 2015). Se ha
reportado que los receptores dependientes de TonB participan en la captacion de
nutrientes esenciales incluyendo el hierro, indispensable para la formacién de la
biopelicula (Gllez et al., 2014; Pasquale, 2019). Ademas, se ha sugerido que el hierro
se encuentra involucrado en la resucitacion del estado VBNC de Salmonella enterica
cuando el medio es complementado con ferrioxamina E, posiblemente la ferrioxamina
modula la liberacion y uso de hierro evitando que se generen ROS (Reissbrodt et al.,
2002). Es posible que las células desecadas acumulan niveles elevados de ROS que
oxidan el cofactor catalitico Fe(ll) de numerosas enzimas no redox alterando el
metabolismo, en respuesta las bacterias activan la importacion de hierro para restaurar
la actividad de las enzimas y preservar las funciones celulares (Puig et al., 2017). Por lo

tanto, la regulacion positiva del gen PP_1446 observado en el presente estudio podria
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ser una estrategia utilizada por P. putida KT2440 para obtener hierro requerido para
llevar a cabo las funciones vitales durante el estado VBNC. Interesantemente, la mutante
APP_1446 fue mas resistente que la cepa parental, posiblemente la escasa cantidad de
hierro intracelular acumulado en las células mutantes podria haber disminuido la
catalizacion de las reacciones de Fenton y limitar el dafio ocasionado por los ROS
durante la desecacion (Touati, 2000). No obstante, es necesario realizar mas estudios

sobre la cepa APP_1446 para comprender su comportamiento durante la desecacion.

En la figura 24 se resume la ubicacion y la participacion de los seis genes
diferencialmente expresados durante el proceso de desecacion-rehidratacion de 20

minutos.

Solutos . PP_2662 Porina Sideréforos PP_1446 Receptor
compatibles  g'g etilenglicol hierro y. dependiente de TonB
() / ... /

PP_0880Transportad | o
or ABC de dipéptidos =
permeasa (dppc)

PP_0256
Oxidorreductasa
putativa

Solutos
compatibles

PP 3451
Proteina
hipotética

PP_2676 Proteina de
union a periplasma

putativa (pedG)

Figura 24. Ubicacion y funcion de los genes diferencialmente expresados en los ensayos de
desecacion-rehidratacion de 20 minutos.

A diferencia de los resultados obtenidos de las células desecadas-rehidratadas 20
minutos en los ensayos de desecacidn-rehidratacién de 24 horas se observd un mayor
namero de genes diferencialmente expresados. Los procesos de transporte, 6xido-

reduccion, regulacion de la transcripcion y procesos biosintéticos obtuvieron el mayor
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porcentaje de los genes inducidos, estos resultados son similares a los obtenidos en
otros estudios donde se limita el agua a Pseudomonas. Las categorias de transporte y
proteinas de union, metabolismo energético y transcripcion fueron los procesos con
mayor numero de genes sobreexpresados en un estudio donde se someti6é a P. putida
KT2440 a estrés hidrico durante 24 horas (Gulez et al.,, 2012). En otro estudio se
estableciéo que genes involucrados en el metabolismo y transporte de aminoacidos,
transporte y estrés oxidativo desempefian una funciéon importante en la adaptacion y
supervivencia de P. putida a condiciones de bajo contenido de agua (Van De Mortel and
Halverson, 2004).

El grupo con mayor abundancia de genes de la categoria de proceso biolégico fueron los
procesos de transporte, dentro del grupo destacan los genes involucrados en el
transporte de aminoacidos (PP_5297, PP_4427, PP_4147, PP_4146 y PP_3653).
Durante la rehidrataciéon prolongada con agua las células se someten a estrés hidrico y
estrés por limitacién de nutrientes, en consecuencia, se inicia el intercambio de osmolitos
y nutrientes para mantener la supervivencia celular. Se ha reportado que la acumulacion
de solutos compatibles es una estrategia utilizada por las bacterias para mantener la
osmolaridad celular, algunos de los osmolitos reportados son polioles, aminoacidos,
aminoacidos derivados y péptidos (Kurz, Buren, Seip, Lindow, & Gross, 2010). P.
fluorescens MSP-393 bajo ambientes altamente salinos acumula los aminoacidos
alanina, glicina, acido glutamico, serina, treonina y aspartato como estrategia de
resistencia (Paul and Nair, 2008). Estos pueden ser sintetizados de novo o bien ser
captados del ambiente para reducir el gasto de energia (Kurz et al., 2010). Bacillus
subtilis induce sistemas de transporte de osmolitos como prolina y glicina betaina para
compensar el balance osmético de la membrana y estabilizar la presion de turgencia ante
el estrés osmatico, los osmolitos son captados de los exudados de raices, material
vegetal en descomposicion o células microbianas muertas (Empadinhas and Da Costa,
2008; Zaprasis et al., 2015). Por otra parte, la captacion de aminoacidos es un
mecanismo de resucitacion utilizado por Escherichia coli, esta responde al estimulo de
algunos aminoacidos presentes en el medio (leucina, glutamina, metionina y treonina)

para iniciar el retorno del estado VBNC (Pienaar et al., 2016; Pinto et al., 2011). Otros
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transportadores que también fueron regulados positivamente son: PP_4216
transportador de péptido ciclico, PP_3561 transportador de eflujo de auxina, PP_2651
transportador de resistencia a farmacos de la familia EmrB / QacA, PP_0134 proteina
asociada a transporte, posiblemente el papel de estos transportadores en la rehidratacion
y retorno del estado VBNC se encuentra ligado al incremento de la adsorcion de
nutrientes, intercambios intra y extra celular y a la excrecion de productos del
metabolismo. En el proceso de retorno del estado VBNC de Vibrio parahaemolyticus los
transportadores ABC se inducen en mayor proporcion, la funcion de estos consistié en
mantener la osmoregulacion celular y la captacion de nutrientes (Zhong et al., 2019).

El segundo grupo con mayor numero de genes inducidos durante desecacion-
rehidratacion 24 h fueron aquellos relacionados con los procesos de Oxido-reduccion.
Algunos de los genes incluidos en el grupo participan en diversas rutas metabdlicas con
actividad oxidorreductasa, tal es el caso del gen PP_4064 Isovaleril-CoA deshidrogenasa
gue forma parte del catabolismo de la leucina. Se ha sefialado que algunas bacterias
asimilan la leucina como fuente primaria de carbono e hidrégeno cuando no hay otros
nutrientes disponibles en el medio (Diaz-Pérez et al., 2016). El gen PP_3768 shikimato
5-deshidrogenasa es una oxidorreductasa que participa en la biosintesis de los
aminoacidos fenilalanina, tirosina y triptéfano (Figura 20), la sobreexpresion del gen
sugiere la sintesis de novo de estos aminoacidos posiblemente para actuar como solutos
compatibles necesarios para sobrellevar el estrés hidrico. Ademas de los genes
anteriormente mencionados, en el grupo se encuentran genes que codifican para
proteinas con actividad antioxidante (PP_5054 glutarredoxina, PP_3587 proteina con
dominio redoxina y PP_5069 tiorredoxina) y comparten participacién con los procesos de
homeostasis redox celular, la funcién de estas proteinas es principalmente la de disminuir
la acumulacion de ROS producidos durante el estrés osmotico e hidrico (Lebre et al.,
2017). Otro gen representado en los procesos de oxido-reduccion fue PP_5066 que
codifica para el antiportador potasio/protén (cvrA). El potasio es uno de los cationes
monovalentes mas abundantes en las bacterias, regula el pH, mantiene la homedstasis
celular y activa enzimas. Cuando E. coli se encuentra en un ambiente de baja

osmolaridad acumula potasio (K*) a través de los sistemas antiportadores y este actia
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como soluto compatible (Empadinhas & Da Costa, 2008; Padan, Bibi, Ito, & Krulwich,
2005). Por otro lado cuando los niveles de K* son téxicos para la célula, se activa la salida
de K* para mantener el volumen celular en condiciones de alta alcalinidad (Radchenko
et al., 2006).

Otro grupo con menor cantidad de genes sobreexpresados fue la regulacion de la
transcripcion. Interesantemente, la mayoria de los reguladores inducidos pertenecen a
la familia TetR (PP_4754 PP_2951, PP_2880 y PP_2475). Se ha reportado que los
reguladores de la familia TetR son abundantes en microorganismos expuestos a cambios
ambientales y adaptaciones (Ramos et al., 2005), ademas patrticipan en el control de
genes involucrados en la resistencia y biosintesis de antibidticos, formacion de
biopelicula, respuesta a estrés, bombas de expulsién, metabolismo de aminoacidos,
carbono, nitrégeno y lipidos (Chattoraj, Mohapatra, Uma Maheswar Rao, & Biswas, 2011;
Cuthbertson & Nodwell, 2013); sugerimos que los reguladores de la familia TetR
participan en los mecanismos de retorno del estado viable posiblemente regulando
transportadores y bombas de eflujo, sin embargo no han sido reportados en ensayos de
limitacion de agua. Ademas de los reguladores de la familia TetR, se encontré que los
reguladores LysR (PP_2250), AraC (PP_2072), MarA (PP_0175), GntR (PP_2253) y
LuxR (PP_0574) se sobreexpresaron en nuestros ensayos, €stos participan regulando
diversos procesos celulares entre ellos, la respuesta a estrés oxidativo, resistencia a
antibidticos, virulencia, movilidad y quorum sensing (Ball et al., 2017; Duval and Lister
2012; Gallegos et al., 1997; Zhang et al., 2018).

El siguiente grupo de genes sobreexpresados fue procesos biosintéticos. Los genes
PP_5078 3-dehidroquinato-synthase (aroB) y PP_3768 Shikimato 5-hidrogenasa (aroE)
participan en la sintesis de tirosina y fenilalanina (Figura 20), mientras que los genes
PP_3664 CDP- diacilglicerol O-fosfatidil transferasa (pssA) y PP_0671 serina hidroximetil
transferasa (glyA) intervienen en la sintesis de glicina, serina y treonina (Figura 22). Es
probable que la sintesis de aminoacidos de novo fuese una estrategia para acumular
solutos compatibles y disminuir el estrés osmotico producto de la rehidratacion (Kurz et

al., 2010). En cambio, los procesos catabdlicos que engloban a los genes PP_3275 1,2-
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fenilacetil-CoA oxigenasa subunidad (phaH), PP_3276 1,2-fenilacetil-CoA oxigenasa
subunidad (phal) y PP_3270 bifuncional alheido deshidrogenasa/enoil-CoA hidratasa
(phal), participan en la degradacion de la fenilalanina (Figura 21), por lo que se sugiere
que las células desecadas-rehidratadas obtienen nitrogeno del catabolismo de
aminoacidos (Herrera, Daddaoua, Ana, & Ramos, 2012). Por otro lado, la expresiéon del
gen PP_3303 3-oxoacil-ACP sintasa involucrado en la sintesis de acidos grasos de tipo
Il, ruta principal en la produccion de fosfolipidos de membrana en bacterias, coincide con
la reparacion al dafio de la membrana ocasionado por la desecacion en células de P.
putida KT2440 (Pazos-Rojas et al., 2019). El incremento en la proporcién y las
modificaciones de los acidos grasos de la membrana preserva la fase cristalina, la
permeabilidad y estabilidad de las proteinas de membrana en condiciones de
desecacion, temperatura, hambruna, pH, exposicion a metales pesados y compuestos
toxicos (Halverson and Firestone 2000; Lebre et al., 2017; Van De Mortel and Halverson
2004). El genoma de P. putida KT2440 contiene los genes que participan en la biosintesis
de celulosa y estan distribuidos en el operon bcs (bacterial cellulose synthesis). El gen
PP_2638 celulosa sintasa subunidad C forma parte del operon bcs, la celulosa al igual
gue el alginato contribuye a la proteccion de la membrana celular en condiciones de
estrés osmotico manteniendo la integridad de la membrana y la actividad enzimatica
(Chang et al., 2007; Gulez et al., 2014; Svenningsen et al., 2018)

El perfil de expresion de las células de P. putida KT2440 desecadas-rehidratadas por 24
horas revel6 43 genes reprimidos; en el analisis funcional de la categoria de proceso
biolégico se obtuvo que los procesos de traduccién, oxido-reduccion y regulaciéon de la
transcripcion fueron los procesos con mayor abundancia de genes. En especifico el
proceso de traduccion obtuvo el mayor nimero de genes reprimidos, este resultado
indica que, durante la rehidratacion prolongada con agua destilada estéril y deficiencia
de nutrientes, las bacterias permanecen en un estado metabdlico pausado ya que las
células regulan negativamente los procesos de traduccion como mecanismo de
supervivencia para el ahorro de energia. Esta respuesta se ha documentado en algunas
bacterias que ante la limitacién de nutrientes, estrés oxidativo y arresto del crecimiento

reprimen los genes involucrados en la transcripcion y traduccién, tal es el caso de E. coli
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(Chang et al., 2002; Gruzdeyv et al., 2012). Asimismo, las sintetasas codificadas por los
genes PP_4000 Seril-tARN sintetasa (serS) y PP_0201 Prolil-tARN sintetasa fueron
reprimidas, por lo que se sugiere que las células emplean la traduccion selectiva de
ciertas proteinas para mantener la viabilidad celular. E. coli O157: H7 (Zhao et al., 2016)
y Vibrio cholerae (Xu et al., 2018) mantienen la traduccion en niveles bajos y especifica
como estrategia de supervivencia en condiciones de alta presion de CO:2 y estrés
osmoético durante el estado VBNC. Se conoce que los niveles de las moléculas de
aminoacil-tRNA tiene el papel de funcionar como sefializador para la activacion de
sensores de inanicidn, asi como estimulacién y limitacidén de la traduccién ante el estrés
por aminoéacidos (Bullwinkle and Ibba, 2016). En el grupo de procesos de 6xido-reducciéon
regulado negativamente se encuentra el gen PP_3433 4-hidroxifenilpiruvato dioxigenasa
(Figura 21), cuya represion afecta el catabolismo de fenilalanina desviando el carbono
posiblemente hacia la biosintesis de ubiquinona (PP_5318 4-hidroxibenzoato nonaprenil
transferasa UbiA) en el nodo fenilpiruvato, esto se infiere porque que este gen se
encuentra sobreexpresado. Como ya se menciond anteriormente, la limitacion de
nutrientes induce la respuesta estricta y detiene el crecimiento celular. La respuesta
estricta es desencadena por la acumulacién de la alarmona guanosin tetrafosfato
(ppGpp) y guanosin pentafosfato (pppGpp), que a la vez se sintetiza por las accién de
los homologos RelA 'y SpoT, aunque la expresion de RelA'y SpoT no se vio afectada por
la rehidratacion de 24 horas, la represion de proteinas ribosomales (PP_4709, PP_2467,
PP_0459, PP_0454 y PP_0446) y del regulador transcripcional RpoD (PP_0387), genes
diana de (p)ppGpp sugiere que la respuesta estricta se encuentra activa en las bacterias
desecadas-rehidratadas 24 h (Zhang et al., 2019).

En la figura 25 se sintetiza la ubicacion y participacion de los genes diferencialmente
expresados (sobreexpresados y reprimidos) durante el proceso de desecacion-
rehidratacion por 24 horas y potencialmente involucrados en el retorno del estado VBNC
de P. putida KT2440.
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X.

CONCLUSIONES

Los sistemas de transporte se activaron durante el estado VBNC (desecacion-
rehidratacion de 20 minutos), estos fueron el receptor dependiente de TonB
(PP_1446) que participa en la captacion de sideroforos y los sistemas de
transporte de alcoholes de cadena media (PP_2662 y PP_2676).

La cepa mutante APP_1446 presentd mayor tolerancia a la desecacion que la
cepa parental. La limitada capacidad de la mutante APP_1446 para captar hierro
del medio posiblemente favorecié su supervivencia durante la desecacion debido

a un menor dafio causado por las reacciones de Fenton y produccion de ROS

Los procesos involucrados en el transporte, 6xido-reduccién y regulacion de la

transcripcion se regularon positivamente durante la rehidratacion de 24 horas.

Las células rehidratadas activan el catabolismo de fenilalanina y leucina para
obtener energia, al mismo tiempo activan la biosintesis y captacion de
aminoacidos (Tyr, Phe, Trp, Gly, Ser Thr) para la sintesis y acumulacién de solutos

compatibles.

Los procesos de traduccion, éxido-reducciéon y regulacion de la transcripciéon
fueron regulados negativamente. La sintesis de proteinas se reduce y se vuelve

selectiva durante la rehidratacion prolongada y retorno del estado VBNC.

Sera interesante en trabajos futuros determinar la importancia para el estado
VBNC de los genes sobreexpresados durante la rehidratacion de 24 horas,
principalmente aquellos que participan en la biosintesis y catabolismo de

aminoacidos.

El conocer la probable funcion de los genes que no fueron clasificados en las listas
de términos GO ayudara a comprender el retorno del estado VBNC de P. putida
KT2440.

67



I Centro de Investigaciones en Ciencias Microbiolégicas

Xl.  CONGRESOS, CURSOS Y PUBLICACION

= Congresos
Poster: Adaptacion de Pseudomonas putida KT2440 a estrés por desecacion. Lilia 1.
Lépez-Lara, Marisol Vazquez-Quiroz, Lesther E. Lo6pez-Cruz, Jesus Mufioz-Rojas,
Verdnica Quintero-Hernandez, Antonino Baez-Rogelio. 2do. Congreso Nacional de

investigaciones microbioldgicas. Puebla, Pue 2016.

Presentacion oral: Transcriptomica comparativa de una bacteria adaptada resistente a la
desecacion. Lilia I. Lépez-Lara, Marisol Vazquez-Quiroz, Jesus Mufoz-Rojas, Verdnica
Quintero-Hernandez, Antonino B&ez-Rogelio. Foro de investigacion multidisciplinaria

sobre la biodiversidad: del laboratorio al campo y la industria. Puebla, Pue 2016.

= Cursos
Curso “Introduccion al manejo y analisis de datos de secuenciacion masiva de ADN”.
Unidad de Secuenciacion Masiva y Bioinformatica, Instituto de Biotecnologia UNAM, del
2 al 5 de Agosto 2016. Cuernavaca, Morelos.

Curso “Manejo y analisis de datos de secuenciacion masiva”. Unidad de Secuenciacién
Masiva y Bioinformatica, Instituto de Biotecnologia UNAM, del 11 al 13 de Enero 2017.

Cuernavaca, Morelos.

Curso “Introduccion a R”. Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador
Zubiran, Ciudad de México; e impartido por integrantes de la Unidad de Bioinformatica,
Bioestadistica y Biologia Computacional de la Red de Apoyo a la Investigacion del 18 al
22 junio 2018.

= Publicacion
Lopez-Lara, L.l.,, Pazos-Rojas, L.A., Lopez-Cruz, L.E., Morales-Garcia, Y.E., Quintero-
Hernandez, V., De la Torre, J., Van Dillewijn, P., Mufioz-Rojas, J., and Baez, A. Influence
of rehydration on transcriptome during resuscitation of desiccated Pseudomonas putida
KT2440. Ann Microbiol 70, 54 (2020). https://doi.org/10.1186/s13213-020-01596-3.

68


https://doi.org/10.1186/s13213-020-01596-3

I Centro de Investigaciones en Ciencias Microbiolégicas

Lépez-Lara et al. Annals of Microbiology (2020) 70:54

https://doi.org/10.1186/513213-020-01596-3

Annals of Microbiology

UNIVERSITA
DEGLI STUDI
DI MILANO

ORIGINAL ARTICLE Open Access

Check for
updates

Influence of rehydration on transcriptome
during resuscitation of desiccated
Pseudomonas putida KT2440

Lilia I. Lépez-Lara', Laura A. Pazos-Rojas’, Lesther E. Lépez-Cruz', Yolanda E. Morales-Garcia'~,
Verdnica Quintero-Hernédndez'?, Jests de la Torre®, Pieter van Dillewijn®, Jestis Mufoz-Rojas'™®” and
Antonino Baez' ™

Abstract

Purpose: Pseudomonas putida KT2440 is a desiccation-sensitive bacterium that loses culturability after 15 days of air
desiccation. We have previously shown that P. putida KT2440 can develop a viable but nonculturable (VBNC) state after
being exposed to desiccation stress and eventually recover when desiccated cells are rehydrated for at least 24 h.

Methods: To determine which genes of transport, oxidation-reduction, and transcription processes could be involved
in the return of P. putida KT2440 to the culturable state, a transcriptome analysis was carried out comparing the gene
expression of non-desiccated samples with samples subjected to desiccation followed by 20 min of rehydration or
desiccation followed by 24 h of rehydration.

Results: Desiccation stress triggered a VBNC state of P, putida. The major response was detected after 24 h of rehydration with
148 upregulated and 42 downregulated genes. During the VBNC state, P. putida activated transmembrane transport processes
like that of siderophores through a TonB-dependent transporter and putative polyhydric alcohol transport systerns. Prolonged
rehydration with distilled water resuscitated P. putida KT2440 cells activating the catabolism of phenylalanine/tyrosine to
provide energy and carbon for ubiguinone biosynthesis while maintaining a reduced protein synthesis. On the other hand, the
interruption of the TonB-dependent receptor gene (PP_1446) increased desiccation survival of the mutant strain.

Condlusion: The activation of the iron transport system (TonB-dependent siderophore receptor) and alcohal transport can be
helping the VBNC state of A putida. Activation of catabolism of phenylalanine/tyrosine and reduced protein synthesis was
needed for resuscitation from the VBNC state.

Keywords: TonB-dependent receptor, Resusditation, Survival, VBNC

Background

Beneficial interactions between plants and bacteria greatly
favor plant growth and its protection against diseases and
pests (Kloepper et al. 1989; Hayat et al. 2010). A successful
interaction not only relies on the capabilities of the benefi-
cial bacteria but also on abiotic factors such as
temperature, pH, salinity, and water availability that can
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disrupt the bacterial-plant interaction (Molina-Romero
et al. 2017; Enebe and Babalola 2018). Water limiting con-
ditions affect the viability of the cells and cause loss of
membrane integrity, protein denaturation, accumulation
of reactive oxygen species (ROS), and DNA damage lead-
ing to bacterial death (Potts 1994; Potts et al. 2005; Lebre
et al. 2017). Pseudomonas putida KT2440 is a metabolic-
ally versatile Gram-negative, gamma-proteobacterium. .
putida KT2440 is a plant growth-promoting rhizobacter-
ium (PGPR) able to colonize the rhizosphere of several
plants, degrade organic pollutants, and fight plant diseases
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Xl ANEXOS

Anexo 1: Contexto gendmico de las mutantes de P. putida KT2440

Las mutantes fueron donadas por el Consejo superior de investigaciones cientificas,
Estacion experimental del Zaidin (CSIC-EEZ). La coleccion de mutantes de P. putida
KT2440 se obtuvo por mutagénesis empleando el transposon mini-Tn5 (Km), la posicién

del transposon se identifico por PCR arbitraria (http://artemisa.eez.csic.es/prec/).

Mutante Posicion mini-Tn5

'APP_0256 310452
PP_0257 PP_0256 PP_0255
APP_0880 1020462
PP_0879 PP_0880 PP_0881
APP_1446 1649678
PP_1445 PP_1446 PP_1447 pp 1448
APP_3451 3910897

PP_3450 PP_3451 PP_3452
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Anexo 2: Extraccion de DNA

Extraccibn de DNA con el kit Bacteria DNA preparation kit-spin column-based (Jena
Bioscience PP-214L)

1.

Centrifugar 1mL de cultivo a 6000 rpm por 1 minuto. Al finalizar se descarta el
sobrenadante.

Anadir al tubo con el pellet 300 pL de Lysis Buffer y 2 pl de RNase Ay se mezcla
en vortex por 30-60 segundos.

Adicionar 8 pL de Proteinase K y se mezcla por pipeteo. Se incuba la reaccion a
60 °C por 10 minutos y al terminar se coloca en hielo por 5 minutos.

Agregar 300 pL de Binding Buffer y mezclar en vértex. La mezcla de reaccion se
coloca en hielo por 5 minutos. Terminado el tiempo se centrifuga a 14000 rpm por
5 minutos.

Preparacion de la columna: Se coloca un spin column en un collection tube de 2
mL. Se afiade 100 pL de Activation Buffer en el spin column y se centrifuga por 1
min a 14000 rpm y se descarta el liquido restante de la collection tube.

Se coloca el spin column en un nuevo tubo collection tube y se pipetea el lisado
del tubo de la mezcla de reaccién. Se centrifuga a 14000 rpm por 1 min. Y se

descarta el liquido restante de la collection tube.

. Agregar 500 pL de Washing Buffer en el spin column. Y centrifugar 30 segundos

a 14000 rpm. Se descarta el liquido de la collection tube.

Afnadir 500 pyL de Washing Buffer en el spin column y centrifugar 30 segundos a
14000 rpm. Se descarta el liquido de la collection tube.

Centrifugar nuevamente por 1 min a 14000 rpm y se remueve el liquido del

collection tube y se deshecha.

10.La elucion del DNA se realiza agregando 40-50 pL de Elution Buffer en el centro

del spin column. Se incuba por 1 min a TA.

11.Se centrifuga a 14000 rpm por 2 min. El DNA se almacena a 20° C.

12.El DNA se corre en un gel de agarosa 1% por 30 minutos a 100 volts, a cada

muestra se le coloca 1 pL de solucién de GelRed®.
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Anexo 3: Amplificacién del gen 16S

La amplificacion del gen 16S se llevo a cabo son los siguientes oligonucledtidos:

UN27F TAG AGT TTG ATC CTG GCT CAG
UN1392R CAG GGG CGG TGT GTA CA

Para la mezcla de reaccion se utilizaron los siguientes componentes:

Master mix Go Taq® (Promega M7122) 10 pL

Oligonucledétido UN27F 1L
Oligonucleétido UN1392R 1puL
DNA 5puL
Agua 3 uL
Vol. Total 20 pL

Y las condiciones de amplificacion fueron:

95 °C x 3 minutos

95 °C x 30 segundos

52 °C x 45 segundos 30 Ciclos
72 °C x 1.5 minutos

72 °C x 5 minutos

4°Cxe

Las muestras de los amplificados se corrieron en un gel de agarosa 1% por 30 minutos

a 100 volts, a cada muestra se le colocé 1 pL de solucion de GelRed®. Se obtuvieron

amplificados de 1379 pb.
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Anexo 4: Digestion del gen 16S

Las mezclas de digestion con la enzima Hhal se llevaron a cabo de la siguiente manera:

Agua 6.9 pL
Buffer 2.5 L
BSA 10 pg/ pl 0.1 pL
Enzima Hhal 10 U/pl (Promega R6441) 0.5 uL
DNA 10 pL
Vol. Total 20 pL

La reaccion se incubd por 1.5 horas a 37 °C.
Las digestiones se corrieron en un gel de agarosa 3% por 45 minutos a 100 volts, a cada

muestra se le colocé 1 pL de solucién de GelRed®. Se obtuvieron 5 fragmentos de 357,

305, 279, 250 y 199 pb, concordando con la prediccion in silico.
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Anexo 5: Tincion con el kit LIVE/DEAD

Kit LIVE/DEAD BacLight™ Bacterial Viability Kit for microscopy (Molecular Probes

Invitrogen Detection Technologies).

1. Las células desecadas se rehidrataron 20 minutos, las muestras no desecadas no
se centrifugan.

2. Se toman 10 pl de cada condicién y se colocan en un tubo nuevo.

3. Los fluoréforos se mezclan en partes iguales en un tubo (componente A y
componente B).

4. A cada tubo se le afiaden 1 pl de la mezcla de tincién y se mezclan suavemente.

5. Cada reaccion se incuba por 15 minutos a TA en oscuridad.

6. Se coloca toda la mezcla de reaccion en un portaobjetos y se coloca un
cubreobjetos.

7. Se agrega una gota de glicerol a cada portaobjetos y se colocan en el microscopio
de fluorescencia VE-146YT.

8. Las muestras se observan a 1000X, filtro G (excitacion 500-550nm) para ver
bacterias tefiidas de rojo y el filtro B (excitacion 420-490nm) para las bacterias

tefidas de verde.
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