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RESUMEN

En este trabajo se explord la respuesta celular contra el estrés oxidativo y su relacién con la
supervivencia de las dos cepas de Pseudomonas putida KT2440 bajo condiciones de
desecacion, asi como el efecto producido por la generacidn de especies reactivas de oxigeno
(ROS) en el interior de la célula, y la respuesta antioxidante de la bacteria. En el presente
trabajo de investigacidon se utilizaron dos cepas de Pseudomonas putida KT2440, la cepa
silvestre sensible a desecacidon y una cepa modificada, la cual tiene inserto un gen
denominado XvPerl proveniente de Xerophyta viscosa que codifica para una 1-cys-
peroxirredoxina que le confiere a esta bacteria mayor resistencia a estrés salino. Los
experimentos realizados en este trabajo de investigacion demostraron que la cepa
modificada con el gen XvPerl (XvPerl-6a), tiene una mayor tolerancia al fendmeno de
desecacion con lo que se pudo establecer la importancia de la actividad antioxidante para
la defensa contra las especies reactivas de oxigeno (ROS) prevalentes durante el estrés por
desecacion. Los conocimientos generados en esta investigacion sirven como base para
comprender mejor el metabolismo de esta bacteria ante el estrés por desecacion, y resalta
aspectos importantes de la fisiologia de P. putida que se deben considerar en el desarrollo

de inoculantes microbianos tolerantes a desecacion.
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I. INTRODUCCION

1.1 Bacterias Benéficas y su aplicacién biotecnoldgica

En la actualidad el uso de los microorganismos para el desarrollo de tecnologias y productos
es cada vez mayor, los microrganismos son importantes por muchas razones dentro del area
biotecnoldgica, la principal, la produccion de productos de valor agregado. La biotecnologia
es un drea clave que ha impactado de manera positiva varias tecnologias basadas en la
aplicacion de procesos de manufactura, agricultura, procesos de alimentos, medicina,
proteccion ambiental (Jhamaria & Yadav, 2013). A través del uso de microorganismos la
biotecnologia se ha convertido en una ciencia clave del nuevo siglo para la proteccién y
mitigacién del medio ambiente. En la actualidad el uso excesivo de los agrogquimicos ha
provocado un daifo ambiental significativo, principalmente con el deterioro de la calidad de
los suelos de cultivo, por lo que se busca la implementacién de nuevas tecnologias que

puedan garantizar la produccion de alimentos.

En el suelo existe una amplia diversidad de bacterias, algunas con el potencial para
promover el crecimiento vegetal a través de ciertas interacciones. Antoun & Prevost (2005)
y Souza et al, (2015), mencionan que en la rizésfera ocurren muchas e importantes
interacciones entre planta, suelo, microorganismos y micro fauna del suelo, que son
determinantes para la salud de la planta, la productividad y fertilidad del suelo, como se
observa en la Figura 1. Estas bacterias con la capacidad de favorecer el crecimiento vegetal,
se denominan rizobacterias promotoras del crecimiento de plantas (PGPR), un grupo de
bacterias de vida libre que colonizan la rizésfera y benefician el crecimiento de plantas y
gue incluyen diversos géneros como Azospirillium, Bacillus, Burkholderia, Klebsiella,

Pseudomonas, etc. (Khalid et al., 2004).
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Figura 1. Interacciones rizosfera/bacteria. (Souza et al., 2015).

La inoculacién de plantas con bacterias benéficas puede enriquecer los suelos de los campos
de cultivos, el uso de las bacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPB o rizobias)
promueven que las plantas tengan una mayor absorcidn de nutrientes. Sin embargo se
deben considerar algunos aspectos importantes para obtener una inoculacidn exitosa,
como es la competitividad de las bacterias que seran aplicadas en el suelo, su efectividad
en la promociéon del crecimiento de las plantas y su capacidad para colonizar
adecuadamente la rizésfera de las plantas que se desea inocular (Schoebitz et al., 2013;

Bashan et al., 2014; Souza et al., 2015).

1.2 Inoculantes bacterianos

Bacterias tipo PGPR han sido utilizadas para el desarrollo de los llamados inoculantes
microbianos. Ben Rebah et al. (2007), define a los inoculantes como formulaciones
comerciales que contienen bacterias benéficas para las plantas que pueden ser
directamente aplicadas a semillas o al suelo durante la plantacién. Aunque los inoculantes
tienen el potencial para reemplazar parcial o totalmente el uso de agroquimicos, su
aceptacidon comercial ha sido limitada por la inconsistencia en su efectividad en campo, y

gue se relacionan con las condiciones ambientales extremadamente hostiles que
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experimentan las bacterias que constituyen un inoculante, desde su produccion hasta su

aplicacion en el campo.

Para garantizar la efectividad de un inoculante comercial, evitando asi la variabilidad de
resultados en el campo, se debe contar con una adecuada formulacién del producto. Bashan
et al. (1998) describen que la formulacién de los inoculantes debe proveer un
microambiente adecuado para que las bacterias contenidas en la formulacién reciban
proteccion fisica, el aporte de nutrientes necesarios y otros factores que garanticen una alta
viabilidad celular durante el periodo de almacenamiento y su llegada al campo. Sin
embargo, exiten dos problemas principales que complican la comercializacién de los
inoculantes microbianos, como son la pérdida de la viabilidad durante el almacenamiento
y el corto periodo de estabilidad de estos productos. En la actualidad existen diversas
presentaciones de inoculantes que van desde los productos liquidos, sélidos y los

encapsulados (Schoebitz et al., 2013; Bashan et al., 2014).

Después de la produccion en fermentadores, los microorganismos benéficos deben tolerar
las condiciones de almacenamiento (6 meses o mas), de transporte y mantener una alta
viabilidad celular hasta el momento de su aplicacion. Una vez que son aplicadas en suelo,
las bacterias del inoculante deben competir con una amplia diversidad de microrganismos
nativos que estan mejor adaptados, adicionalmente deben enfrentar condiciones adversas
como son la desecacién, predacion, salinidad, alta temperaturas, limitada disponibilidad de
nutrientes y pH extremos. Lo anterior puede limitar el crecimiento y los efectos benéficos
de cualquier bacteria que es introducida en el suelo (Ramos et al., 2001; Armenta-Bojorquez

et al., 2010; Herrmann & Lesueur 2013).

Aunque la produccion de los inoculantes microbianos actualmente es una estrategia viable
y con mucho potencial para sustituir gradualmente el uso de los agroquimicos, aun existen
muchos retos que resolver para lograr la obtencién de inoculantes eficientes de manera

comercial.
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1.3 Fendmeno de desecacién y el estrés oxidativo

La escasez de agua es uno de los mayores retos que enfrenta la agricultura, principalmente
en regiones aridas y semiaridas (Rueda-Puente et al., 2011; Vriezen et al., 2007). La limitada
disponibilidad de agua en el suelo, determina la actividad microbiana y viabilidad celular
(Uhlivora et al., 2005). La adaptacidn a la desecacién se puede definir como la habilidad que
posee un organismo para equilibrar el potencial de agua interna con la humedad del
ambiente, y la habilidad para restablecer sus funciones normales después de la
rehidratacién (Alpert, 2005). De la misma manera Alpert (2005) define la resistencia a la
desecacion, como la habilidad de un organismo para sobrevivir a la perdida de agua
intracelular, total o parcial sin sufrir dafio y de recuperar su estado fisiolégico normal
después de la rehidratacién. Estos microorganismos con habilidad para sobrevivir a las
condiciones de desecacién también deben tener la capacidad de tolerar estrés por
radiacion, especies reactivas de oxigeno (ROS), concentraciones de sales y solutos, asi como
temperaturas extremas. La desecacidn es un factor de estrés importante para los
organismos vivos, debido a que con la perdida de agua en la célula, macromoléculas
esenciales son inducidas para formar agregados no funcionales y organulos que colapsan
(Alpert, 2006). La deshidratacion es conocida por causar dafo severo a los organismos a
nivel de membrana asi como de sus proteinas (Anchordoguy et al., 1990; Prestrelski et al.,
1993; Potts, 1994). Durante la deshidratacién la integridad de la membrana es afectada,
comienza a dafarse irreversiblemente, provocando reacomodo de sus constituyentes

(Crowe et al., 2002).

Uno de los mecanismos moleculares de dafio que conlleva a la muerte en células sensibles
a desecacion es el ataque de especies reactivas de oxigeno (Morgan et al., 2006; Mufioz-
Celaya et al.,, 2012). El estrés oxidativo refiere al elevado nivel intracelular de especies
reactivas de oxigeno (ROS) que causa dafio a lipidos, proteinas y ADN (Schieber & Chandel,
2014). Existen evidencias de que el proceso de deshidratacidn incrementa los niveles de
especies reactivas de oxigeno (ROS) en la célula y que dichos niveles se correlacionan con
los niveles de supervivencia (Fernandez-Sandoval et al., 2012; Franca et al., 2005; Molina &

Anchordoquy 2008; Mufioz-Celaya et al., 2012; Imlay 2015). Hansen et al. (2006), asi como
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Miller et al. (2010) sugieren que este estrés por la pérdida de agua incrementa la formacién
de ROS produciendo peroxidacion de lipidos, desnaturalizacidon de las proteinas, y dafio en
acidos nucleicos, y severas consecuencias en el metabolismo. Diversos microorganismos
tienen la capacidad de sobrevivir al estrés generado ante la pérdida intracelular de agua,
para esto requiere una variedad de respuestas fisiologicas, desde preventivas para la
proteccion celular hasta la reparacion de dafio producido por la desecacion (Billi & Potts,

2002).

La produccién de ROS, derivada de la reduccion de oxigeno molecular, es una inevitable
consecuencia de la vida aerdbica. El equilibrio entre la produccién y eliminacién de las ROS
puede ser afectado por diversos factores de estrés, como la salinidad, la sequia, la radiacién
UV, metales pesados, temperaturas extremas, deficiencia de nutrientes herbicidas, ataques
de patégenos y perdida de agua (Gill & Tuteja 2010; Imlay, 2015). Estas ROS son producidas
tanto en condiciones normales como en condiciones de estrés. En condiciones normales, la

formacién y remocién de ROS en la célula se encuentra en balance.

1.4 Especies reactivas de oxigeno y dafo celular

El oxigeno es un elemento esencial de toda la vida aerobia, a su vez es un oxidante fuerte y
necesario en el proceso de la respiracidn. Los radicales oxidantes son producidos continua
e inevitablemente en los organismos aerobios, como productos de la respiracion y también
del metabolismo oxidativo. En la cadena de electrones existe una fuga del 1% de los

electrones que reaccionan excitando al O,.

Las especias reactivas de oxigeno (ROS) son producidas directamente por la excitacion de
0, y la subsecuente formacidn del singlete de oxigeno, o por la transferencia de uno, dos o
tres electrones al O, lo que resulta en la formacion de radicales superéxido, perdxido de
hidrégeno (H,0,) o radicales hidroxilo respectivamente (Baker & Orlandi, 1995). Cuando las
ROS se acumulan al interior de la célula, ésta puede responder y removerlas, sin embargo
si las condiciones de estrés oxidante exceden la capacidad de las defensas antioxidantes de
la célula, comienza a generarse daiio celular afectando a moleculas como DNA, proteinas y

lipidos.
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El superdxido es generado cuando el oxigeno recibe un electron proveniente
principalmente de la cadena respiratoria, algunas oxidasas como la oxidasa del NADPH, la
oxidasa de xantina y algunas peroxidasas inespecificas producen O;". El anién superodxido
tiene la capacidad de inhibir enzimas tales como la deshidrogenasa 6-fosfogluconato, la
aconitasa y la fumarasa, afectando la reduccién del NAD+ y del metabolismo energético,
También puede reducir el Fe (lll) a Fe (ll), reaccionar con el ascorbato pero no con el NADPH,
DNA, lipidos ni con proteinas (Hansberg-Torres, 2002). De la misma forma, el H,0, es
formado cuando dos electrones son aceptados por la molécula de oxigeno y como producto

de la reaccion de las superdxido dismutasas (SODs).

De las ROS generadas en el interior celular, el radical hidroxilo HO es el oxidante mas
peligroso ya que reacciona con una gran cantidad de moléculas dentro de la célula. Imlay
(2013), menciona el dafo producido por este radical al DNA causando mutaciones o
deleciones que pueden ser letales para la célula. Su formacion se produce cuando el
peroxido de hidrégeno reacciona con iones de hierro, en las denominadas reacciones de
Fenton (ec.1) (Chen & Schopfer, 1999) y por reacciones de Haber-Weiss en presencia de Oy’

(Hansberg-Torres, 2002) (ec.2).
Fe’*+ H,0, —> Fe* + 'OH + OH (Ecuacién 1)
0, +H,0, —> 'OH+OH + 0, (Ecuacion 2)

1.5 Linea de defensa contra el estrés oxidativo

Los organismos aerobios poseen mecanismos de defensa ante el estrés oxidativo, para
evitar o mitigar los dafios causados por aumento en las especies reactivas de oxigeno (ROS).
La primera respuesta de un organismo ante condiciones de estrés oxidativo incluye la
activacidon de enzimas antioxidantes, el uso de compuestos antioxidantes solubles en agua
y moléculas antioxidantes liposolubles (Foyer et al., 1997, Noctor & Foyer, 1998). Muchas
defensas bacterianas contra el estrés oxidativo estdn basadas en los cambios de la
concentracion de enzimas que degradan Oz~ y H,0, o que reparan el dafo causado al ADN

y clusters de Hierro-Sulfuro en proteinas (Gray & Jakob, 2015).
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La primera funcidn de estas defensas antioxidantes es restringir la acumulacién intracelular
de las ROS (Noctor & Foyer, 2014). Las principales enzimas antioxidantes que actlian ante
la presencia de las ROS son: las superéxido dismutasas (SOD) y las catalasas (Fridovich,
1998). Ademas existen otras enzimas que ayudan en la eliminacion de las ROS, tales como
la glutation peroxidasa, L-ascorbato peroxidasas y las peroxirredoxinas (Cardenas-

Rodriguez et al., 2008), que son empleadas por la célula.

1.5.1 Superdxido Dismutasas

Las superdxido dismutasas (SODs) son metalo enzimas que efectian la dismutacién del
anién superoéxido, convirtiéndolo en oxigeno y perdxido de hidrogeno (H,0,), como se
muestra la reaccion en la ecuacion (3). Estas superdxido dismutasas (SODs) son la primera
linea de defensa en células expuestas a oxigeno. De acuerdo al co-factor que utilizan
durante su activacién, pueden ser Fe-SOD, Mn-SOD o Cu/ZnSOD principalmente (Fridovich,
1995; Kim, 1998). En su genoma P.putida KT2440 posee la Mn-SOD y la Fe-SOD, codificadas

por sodA y sodB respetivamente (Kim et al., 1999).
0, + 0, + 2H"—— 0, + H,0, (Ecuacién 3)

1.5.2 Catalasas y Peroxidasas
Dentro de los mecanismos antioxidantes de las células para la remocién de H,0,, se
encuentran las catalasas. La accidn enzimatica de las catalasas es la descomposicién del

peréxido de hidrégeno a agua (ec.4) (Lushchak, 2014).
2 H,0, — > 2H,0 + O, (Ecuacion 4)

Al mismo tiempo interviene la actividad de enzimas como la glutatidon peroxidasa (GPXs,
Igbal et al., 2006), glutation S-transferasa (GSTs; Dixon et al., 2009) y peroxirredoxinas
(PRXs; Dietz, 2011), las cuales ademas de reducir H,0,, también utilizan como sustrato los
hidroperéxidos orgdnicos. Las catalasas descomponen altas concentraciones de H,0;
rapidamente, pero son mucho menos efectivas que las peroxidasas que remueven el H,0,
presente en bajas concentraciones con mayor afinidad (K., baja) por el H,0, (Kranner &

Birti¢, 2005).
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La Glutation peroxidasa (GPX) juega un papel importante en la célula, es la encargada de
reducir el perdxido de hidrégeno y lipoperdxidos, transformandolos en H,0 y alcoholes
como se observa en la ecuacién (5), de esta forma pasa a un estado oxidado (GSSG); a su
vez puede ser reciclado por la glutation reductasa (GR), generando Glutation reducido

(GSH), utilizando como al NAPDH como sustrato (Garza, 2008).
H,0, + 2GSH — > H,0 + GSSG  (Ecuacién 5)

Otras de las enzimas antioxidantes son las Peroxirredoxinas (Prxs) las cuales son abundantes
en las células y estan ampliamente distribuidas en los diferentes phyla (Manevich et al.,
2003; Perkins et al., 2015). Estas enzimas son consideradas sensores celulares debido a su
abundanciay reactividad (Nelson et al., 2011). Catalizan la reaccidn mostrada en la ecuacion
(6) y pueden reducir una amplia variedad de compuestos como el peréxido de hidrégeno,
peroxinitrito y diversos hidroperéxidos organicos (Kaihami et al., 2014). Las enzimas
peroxirredoxinas (Prxs) comparten el mismo mecanismo catalitico, poseen un sitio activo

cisteina que es oxidado a acido sulfénico por el sustrato peréxido (Monteiro et al., 2007).
ROOH + 2" —-> ROH + H,0 (Ecuacién 6)

1-cysPrx puede reducir fosfolipidos y otros hidroperdxidos y de esta forma proteger la
membrana celular ante posible dafio por la acumulacidn de las ROS (Mundree et al., 2000;

Mowla et al., 2002; Manevich et al., 2003).
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Il. ANTECEDENTES

Pseudomonas putida es una bacteria Gram negativa con la capacidad de habitar diferentes
ambientes debido a su metabolismo versatil, bajo requerimientos nutricionales y la
sorprendente tolerancia a diversos compuestos organicos (Dos Santos et al., 2004; Nelson
et al., 2002). Pseudomonas putida KT2440, pertenece a la familia de las Pseudomonadaceae
y es una bacteria muy estudiada, su genoma ha sido secuenciado y reportado (Nelson et al.,
2002), a su vez es una cepa reconocida como no patégena por los Institutos Nacionales de
Salud de EUA (Federal Register, 1982), deriva de la cepa P.putida mt-2, (Ramos et al., 1994).
Por sus caracteristicas fisiologicas P.putida KT2440 tiene potencial para diversas
aplicaciones ambientales y biotecnoldgicas (Santos et al., 2004; Nikel & De Lorenzo, 2012;
Zuo et al., 2015). Se ha reportado que la cepa P.putida KT2440 y sus derivados sobreviven
en altos nimeros en suelos sin vegetacion y en la rizésfera de plantas crecidas bajo
condiciones naturales y de invernadero (Molina et al., 2000). Esta bacteria ademas posee la
capacidad de colonizar la rizésfera en una gran variedad de cultivos (Espinoza-Urgel et al.,
2002), por ejemplo plantas de maiz (Morales-Garcia, 2011). Estas caracteristicas hacen a
P.putida KT2440 relevante en el desarrollo de los inoculantes microbianos usados en la

agricultura (Molina et al., 2000).

En el Laboratorio de Ecologia Molecular Microbiana (LEMM), perteneciente a la Benemérita
Universidad Autonoma de Puebla se trabaja en el desarrollo de distintas formulaciones de
inoculantes microbianos, uno de ellos, descrito por Morales-Garcia (2011), que emplea a P.
putida KT2440 como parte de la formulacion. Uno de los objetivos del LEMM es desarrollar
inoculantes microbianos que puedan ser aplicados en cultivos en zonas con baja
disponibilidad de agua, ademas de ser una alternativa al indiscriminado y excesivo uso de
los agroquimicos. Aunque esta bacteria promueve el crecimiento de plantas, es sensible a
desecacion (Mufioz-Rojas & Ramos, 2009). Los primeros experimentos en el LEMM
realizados por Mufioz-Arenas (2006), determinaron la sensibilidad de P.putida KT2440 a la
desecacion, sin embargo esta bacteria también posee estrategias de supervivencia cuando

interacciona con raices de plantas (Pazos-Rojas et al., 2008; Muioz-Arenas et al., 2008) y
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asi mismo cuando co-interacciona con Klebsiella variicola T29A2 (Hernandez-Canseco,

2015).

Como se menciond con anterioridad el fendmeno de desecacion promueve la formacion
intracelular de especies reactivas de oxigeno (ROS), P. putida KT2440 ha sido estudiada con
anterioridad bajo condiciones de estrés oxidativo. Comparando P. putida KT2440 con E. coli
se han demostrado diferencias en la regulacidon genética, E.coli posee un reguldn principal
gue se activa cuando sensa estrés del tipo oxidativo, denominado reguldn SoxRS; estudios
realizados por Park et al. (2006) demostraron que P. putida KT2440 posee la proteina SoxR,
no obstante el homologo SoxS no se encuentra en su genoma, siendo estos genes regulados
por otros factores transcripcionales independientes. Asi mismo se ha visto que P. putida
KT2440 puede generar una mayor cantidad de poder reductor debido al uso principal de la
via de Entdner-Dudoroff, la generacion de NADPH le sirve a la bacteria para la constante
regulacién del glutatién y tiorredoxinas (Chavarria, 2013). La aplicacién vy liberacion de
cepas recombinantes en el medio ambiente es un tema de polémica entre la comunidad
cientifica y la sociedad, sin embargo en el caso de P.putida KT2440 han sido desarrolladas y
utilizadas en diversas aplicaciones biotecnoldgicas (Jiménez et al., 2002). Recientemente se
observé que bacterias recombinantes que expresan genes vegetales (XvPerl, XvSAP1 y
ALDRXv4) son mas tolerantes a desecacion y salinidad, pero ademas son capaces de
incrementar la tolerancia de las plantas con las que co-interaccionan bajo condiciones
adversas de salinidad (Mufioz-Rojas & Ramos, 2009). El gen XvPer1 codifica para la proteina
1-Cys Peroxiredoxina y le confiere a P. putida KT2440 una mayor resistencia a la desecacién
bajo condiciones de aire ambiental donde reacciones de oxidacidn ocurren a una mayor
velocidad que en condiciones de vacio (Mundre et al., 2000; Muioz-Rojas & Ramos, 2009).
El gen XvPerl proviene de la planta Xerophyta viscosa Baker (Familia Velloziaceae) una de
las comunmente denominadas “plantas de resurreccion” por su capacidad de tolerar
desecacion extrema. X.viscosa puede deshidratarse hasta un quedar con 5% de agua
intracelular y bajo rehidratacién la planta recupera sus funciones metabdlicas (Sherwin &

Farrant, 1998).
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En el presente trabajo se evalud el desempefio de P. putida KT2440 y su derivada portadora
del gen antioxidante denominado XvPer1, para su obtencion se utilizé el pldsmido binario
pJMR1, ver Figura 2, que fue transferido por conjugacién triparental a células de P. putida
KT2440. Ambas cepas , la parental y la derivada, fueron exploradas bajo condiciones de

desecacion ambiental.

1550 pb

Nae I 6 sitios Nae I

Figura 2. Plasmido pJMR1 con el gen XvPer1 para la obtencion de la cepa derivada de P.putida KT2440
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1. JUSTIFICACION

Muchas zonas de cultivo en el mundo poseen caracteristicas climaticas semidridas, donde
la falta de agua es una limitante al crecimiento vegetal. La aplicacion de diversos
compuestos quimicos en la agricultura intensiva y extensiva ha provocado con el paso del
tiempo el deterioro del suelo y ha se ha convertido en fuente de contaminacién ambiental.
La introduccion de los inoculantes microbianos al mercado agricola es una opcién
econdmicamente viable para los agricultores, sin embargo la efectividad de los inoculantes
en el campo ha sido limitada por el decremento de la supervivencia bacteriana durante el
periodo de anaquel hasta su llegada al campo. Diversos estudios han demostrado efectos
adversos complejos a nivel celular causados por la pérdida de agua, lo que incluye dafios
del tipo oxidativo. Aunque se tiene conocimiento de la prevalencia de los altos niveles de
ROS en los procesos que involucran escases de agua, el mecanismo molecular no esta
descrito ni lo estan los factores que lo detonan, por lo que el presente proyecto investigara
la relacion de la formacidn de especies reactivas del oxigeno (ROS) durante los procesos de
desecacion y la supervivencia bacteriana. Con el conocimiento generado se podran sentar
las bases para plantear mejores estrategias para la produccién de inoculantes mas

efectivos.

4. Hipotesis
La acumulacién intracelular de especies reactivas de oxigeno durante la desecacidn,

condiciona la supervivencia bacteriana.
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5. Objetivos

5.1 Objetivo General

Estudiar los efectos del estrés oxidativo en la supervivencia bacteriana durante el proceso

de desecacion.

5.2 Objetivos especificos

1. Cuantificar niveles de ROS y supervivencia bacteriana de Pseudomonas putida KT2440 y

su cepa modificada con el gen XvPer1 antes, durante y después de la desecacion.

2. Analizar la expresion de los genes de Pseudomonas putida KT2440 y su cepa modificada

XvPerl-6a que participan en la defensa contra el estrés oxidativo.

3. Estudiar la actividad enzimatica de las defensas antioxidantes de la cepa silvestre y la

cepa modificada antes, durante y después de la desecacidn.
4. Evaluar el dafio global a lipidos antes y al final del proceso de desecacidn.

5. Integrar la informacion generada para proponer un mecanismo de los efectos de las ROS

en la supervivencia bacteriana en condiciones de desecacién.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Condiciones de crecimiento de Pseudomonas putida KT2440

Se utilizaron dos cepas de P. putida KT2440, la cepa silvestre y una cepa modificada P. putida
KT2440 XvPerl-6a que posee un gen insertado denominado XvPerl que codifica para un
antioxidante (1-cys peroxirredoxina). Ambas cepas se crecieron utilizando medio de cultivo
Luria-Bertani (LB) (Abril et al., 1989), cuyos componentes se muestran en la Tabla 1. Para la
cepa silvestre se afiadio al medio el antibidtico cloranfenicol a una concentraciéon de 100
ug/mly para la cepa modificada se le agrego al medio 100 pg/ml de cloranfenicol (cm) y 80
ug/ml de Kanamicina (km). Las cepas fueron cultivadas por tiempos de 24h a 30°C en

agitacién, ver Figura 3.

Tabla 1. Componentes de medio LB utilizados para el crecimiento de cepas P. putida KT2440.

P. putida KT2440 P. putida KT2440 XvPerl-6a

NaCl 10 g/L NaCl 10 g/L

Extracto de levadura 5 g/L Extracto de levadura 5 g/L

Peptona de caseina 10 g/L Peptona de caseina 10 g/L

100 ug/ml de cloranfenicol 100 ug/ml de cloranfenicol
80ug/ml de Kanamicina

Figura 3. Crecimiento de las células de Pseudomonas putida KT2440.
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6.2 Supervivencia de P. putida KT2440 en condiciones de desecacién

Se llevaron a cabo experimentos bajo condiciones de desecacién con la finalidad de
monitorear la supervivencia de las bacterias durante un determinado periodo de estrés por
la pérdida de agua intracelular, el método se muestra en la Figura 4. Las dos cepas de P.
putida KT2440 se cultivaron con las condiciones ya mencionadas. Primero fueron cultivadas
16 h en un pre inoculo de 10 ml, posteriormente se transfirieron a un matraz con 30 ml de
medio LB ajustando la densidad éptica (D.O, determinada a una longitud de onda de 600nm)
igual a 0.05, para ser cultivadas por 24 h a 30°C. Una vez que las cepas alcanzaron una DO
superior a 4 (600 nm), se realizo el lavado de las células con agua estéril, centrifugando a
6000 rpm x 8 min. Después del lavado, el paquete celular se resuspendid en agua esteril con
el mismo volumen inicial. El siguiente paso fue distribuir la suspensién bacteriana (30 ml)
en alicuotas en tubos de polipropileno con 500 ul de volumen cada uno, tapandolos con
algoddn estéril y colocandolos en una incubadora a 30°C con humedad relativa de 50%.
Durante los experimentos se monitoreo el nimero de Unidades formadoras de colonias por
mililitro (UFC/ml) utilizando el método de Goteo en Sellado por Placa en Masivo (GSPM)
(Corral-Lugo et al., 2011), realizando, el primer sellado en placa multipozos previo al estrés,
para conocer el nimero de UFC/ml iniciales (TO). Los siguientes conteos realizados en el

experimento fueron cada 72 h por 18 dias, con rehidrataciones rapidas (20 min) previo al

wT A~
XvPer 63 3 - 3

=

Pre inoculos

conteo.

Lavado

—

l 1 XvPerl 6a
wr |

NS J

Pseudomongs putide KT2440 Inoculo 30 ml {Ajuste ODO0.1)

30=Cy 50 % HR

GSPM -

Alicuotas de 500 ul cfu

Figura 4. Diagrama de experimento de desecacion.
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6.3.1 Numero de UFC/mly BSR antes y después de la desecacion

La tasa de supervivencia bacteriana (BSR, por sus siglas en inglés) se define como la relacién
del logaritmo del numero de células bacterianas presentes en la suspensidon después de la
desecacion (D.D), respecto al logaritmo del nimero de células viables antes de la desecacion

(A.D) multiplicada por 100. La ecuacion 7 la describe.

BSR= [(Log (UFC/mIl D.D.+1))X100/(Log UFC/ml A.D)] (Ecuacién 7)

El nimero de UFC/ml al inicio y final del experimento de ambas cepas de P. putida KT22440
se obtuvo utilizando el método de GSPM (Corral-Lugo et al., 2011) en el cual en cada sellado
se utilizaron cinco réplicas, la primera del dia 0 (antes de la desecacién) y las de los
monitoreos, células previamente rehidratadas con agua destilada por 20 minutos, a los 3,

6,9, 12, 15, 18 dias después de la desecacion

6.4 Medicién de las especies Reactivas de Oxigeno intracelular

Para realizar la cuantificacion de las especies reactivas de oxigeno (ROS) intracelulares, se
utilizo el kit Cell Biolabs OxiSelect Intracellular ROS Assay (Green Fluorescense), el cual esta
disefiado para medir actividad de hidroxilo, perdxido u otras especies reactivas de oxigeno
en el interior de la célula. Este KIT utiliza un fluoréforo denominado 2’,7'-
Diclorohidrofluoroceina diacetato (DCFH-DA) que permea la célula, se difunde a través de
la misma y es de-acetilado por accion catalitica de las esterasas generando 2’,7’-
Diclorohidrofluoroceina (DCFH), mismo que es oxidado rapidamente a 2',7'-
Diclorohidrofluoroceina (DFC) por las ROS como se observa en el la Figura 5. La sefial de la
intensidad de fluorescencia es proporcional a los niveles de especies reactivas de oxigeno

en la célula.
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DCFH-DA
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Figura 5. Mecanismo para medicion de ROS intracelular. Cell Biolabs OxiSelect Intracellular ROS Assay KIT
(Green Fluorescense).

El experimento para la medicion de las ROS intracelulares se realizé haciendo monitoreos
durante los dias 0, 6, 12 y 18 después de la desecacién. Para realizar el ensayo las muestras
fueron rehidratadas por 20 minutos antes de cada medicién de las ROS. Se tomaron tres
tubos al azar de cada cepa que se encontraban en desecacion, se siguid el protocolo del
fabricante, dichas muestras fueron centrifugadas a 8,000 rom x 10 minutos, se retird el
sobrenadante y se les afiadié la mezcla de agua, el reactivo DMSO vy del fluoréforo (DCFH-
DA) en un volumen total de 300 ul todas las muestras fueron incubadas por un tiempo de 1
hora y 30 minutos a 37°C en total oscuridad para evitar la degradacion del fluoréforo.
Posteriormente las muestras fueron lavadas para remover el fluoréforo del medio, se

resuspendieron en 500 ul de agua y se rompieron por sonicacién.
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Finalmente las lecturas de fluorescencia se realizaron utilizando una placa de 96 pozos en
un fluorimetro, cada muestra se colocé por triplicado y se midié la emisién a una longitud

de onda de 525 nm.

6.5 Medicién de Actividad de las SOD

Se calculd y determind la actividad superdxido dismutasa de las cepas durante el periodo
de desecacién a los dias 0, 6, 12 y 18. Utilizando el kit 19160 SOD determination (Sigma-
Aldrich), que se basa en la formacién del colorante formazan hidrosoluble tras la reduccion
con un anidn superoxido. La tasa de reduccion del O, esta linealmente relacionada con la

actividad de la xantina oxidasa (XO) que es inhibida por las SOD (Figura 6).

xanthine

0; \/‘ 20, WST-1 formazan
X0
H;0, ‘/\’ 20," WST-1

uric acid |
SOD

l

0, + H,0,

Figura 6. Principio del ensayo SOD. 19160 SOD determination KIT (Sigma-Aldrich).

Para el experimento se tomd un tubo de cada muestra sometida a desecacidn, se
rehidrataron las células por 20 minutos, se homogenizaron y se sonicaron en hielo con
amplitud de 40% vy pulsos de 10 s (x4). Posteriormente se centrifugaron a 8,000 rpm x 8
minutos, y se trabajé con el sobrenandante (siempre en hielo). Se utilizd el protocolo

sugerido por el fabricante del kit. Como se muestra en la Tabla 2.
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Muestra Blanco 1 Blanco 2 Blanco 3
Muestra 20 pl 20 pl
H,O destilada 20 pl 20 pl
Solucién WST 200 pl 200 pl 200 pl 200 pl
Enzima WS 20 pl 20 pl
Buffer 20 pl 20 pl

El experimento se realizé colocando triplicados de cada muestra para la medicidn, y los
datos fueron analizados con la ecuacién sugerida por el fabricante (ecuacion 8) y se calculd
con las mismas muestras la cantidad de proteinas totales por el método Bradford. Las
muestras para la actividad enzimatica se midieron en un espectrofotdmetro de microplacas

a una longitud de onda de 450 nm.
Actividad SOD (% de inhibicién)= {[(B1-B3)-(Muestra-B2)]/(B1-B3)} x 100/Proteinas totales. (Ecuacion 8)

6.6 Cambios de Expresion en Genes de defensa ante estrés oxidativo

Se realizé la cuantificacion de la expresidon genética bajo condiciones de desecacion
utilizando la reaccién en cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo real (RT-qPCR),
Este método se basa en el aumento de la sefial de fluorescencia, que es proporcional a la
cantidad de DNA producido por cada ciclo de PCR (Nolan et al., 2006). Se analizaron
diferentes genes de P. putida KT2440 previamente reportados asociadados a condiciones

de estrés oxidativo.

6.6.1 Extraccion de ARN total

Se realizaron extracciones de ARN total utilizando el método acido fenol-cloroformo
caliente, en los dias 0, 6, 12, 18 del experimento. En cada uno de estos dias se extrajo el
ARN de tres tubos para cada cepas, rehidratando cada muestra por 20 min, se calenté el

acido fenol cloroformo a 65°C x 15 min antes de comenzar la extraccion, a cada muestra se
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le retird el sobrenadante y al botdn celular se afadieron 500 pl de buffer de lisis al botén
celular, las muestras fueron homogenizadas, posteriormente se le afadié 500 pl de fenol
cloroformo caliente y se incubaron por 10 min a 65°C. Se obtuvieron dos fases, tomando
con cuidado la fase acuosa y transfiriéndola a tubo nuevo, agregando nuevamente 500 pl
de fenol caliente. Este paso se realizd dos veces con cada mustra. El sobrenadante obtenido
se le afadieron 500 ul de alcohol isoamilico similar al paso anterior, el sobrenadante
obtenido se resuspendié con 2.5 volumenes de etanol absoluto (grado molecular) por 24 h
a -80°C. Se realiz6 centrifugacién del producto a 14,000 rpm y se retiré el alcohol del tubo,
a continuacién se afiadieron 400 pl de etanol 70% (grado molecular) y al final la muestra de

ARN se resuspendié con agua DEPC y se conservé a -80°C hasta su uso.

6.6.2 Purificacién de RNA

La cantidad de ARN obtenidas de las muestras del paso 6.6.1 fueron cuantificadas
espectrofotométricamente con un equipo NanoDrop2000 (Thermo Scientific'™) para
determinar la concentracién de RNA. El DNA gendmico remanente en la muestra se eliminé

con el Turbo DNA Free KIT de Invitrogen. En la Tabla 3 se muestran las cantidades utilizadas.

Tabla 3. Kit para remover ADN gendmico.

Material Cantidad
RNA muestra 10 ul
Enzima DNAse 2 ul
Bufferx10 5ul

H,0 libre de nucleasas 34 ul
DNAse inactivation reagent 5ul

En el primer paso, se tomaron 10 pl de ARN de la muestra de cada cepa agregandole 34 pl
de H,0 tratada libre de RNAsas, 5 pl de buffer 10X y 2 pl de la enzima DNAse del kit. Las
muestras se incubaron las muestras por 25 minutos a 37 °C. Posteriormente se afiadi a
cada muestra la DNAse inactivation reagent en 0.1 volumenes (5 pl) de la reaccidn, en este

paso las muestras fueron incubadas 5 minutos a temperatura ambiente, agitandolas
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periddicamente por inversion. Las muestras se centrifugaron 1.5 min a 13,000rpm vy el

sobrenadante se transfirié a un tubo nuevo.

6.6.3 Reacciéon en Cadena de la polimerasa Cuantitativa en tiempo real
(RTqPCR)

Una vez removido el DNA gendmico remanente en las muestras de ARN (6.6.2), se procedié
a la sintesis del cDNA de ambas cepas, utilizando el kit SCRIPT cDNA synthesis de Jena
Bioscience, el cual utiliza retrotranscriptasa que sintetiza cDNA a partir de RNA, y se
agregaron a la reaccion los oligos reversos de los genes de interés, Tabla 4, obteniendo
reacciones finales de 20 ul. Posteriormente se realizd la cuantificacion de la expresidon de
los genes mostrados en la Tabla 4 mediante la técnica de RTqPCR, se eligi6 como gen
“housekeeping” o de referencia a rpoN (Follonier et al., 2013). Se utilizé SYBR Green master
mix rtPCR de Applied Biosystems para la preparacién de la mezcla, los volimenes de las
reacciones de las muestras fueron de 20 pl. Se realizaron diluciones para cargar 10 ng de

cDNA, los oligonucleétidos fueron diluidos a 6 uM para agregarlos a la reaccion. El andlisis
de los datos obtenidos se realizé con el método 2_AACT gue se basa en la comparacion en los
cambios de expresién entre dos condiciones (Livak et al., 2001), en nuestro caso antes (AD)
y después de la desecaciéon (DD) (ec9).

AAC:= [(Crgen de interés- C; control interno)DD - (C; gen de interés- C; control interno)AD)] (Ecuacion 9)
6.6.4 Oligonucledtidos especificos de genes involucrados en la defensa ante

estrés oxidativo de Pseudomonas putida KT2440

Estudios previos de Kim & Park (2014) han descrito numerosos genes en P. putida KT2440
que estan implicados en la respuesta al estrés oxidativo. Se disefiaron oligonucledétidos
especificos para amplificar algunos de esos genes, mediante la técnica de RTgPCR utilizando
la herramienta informatica de la compafia Integrated DNA Technologies en la cual se
ingresaron las secuencias de los genes y se generaron los oligonucledtidos mostrados en la

Tabla 4. Para el disefio, se siguid el protocolo sugerido en el programa del servidor.
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Tabla 4. Oligonucleotidos utilizados para el andlisis por RT-qPCR.

Gen Producto Forward (5'—3’) Reverse (5'—3’)
sodA Superoxido ATTGCCATACGCCTACGAT TTGAGGCCGTTCACGTAAG
dismutasa
sodB Superoxido CTACTACATCGACTACCGCAAC GAAGGTCTTGCCTTCGAACT
dismutasa
KatA Catalasa CTTCATTCGCGACCCACTTA GACCAGAAGTCCCACATCATC
KatB Catalasa TATGAGCGTGGAGTGGAAAC GAACCGAACACCAGATCTACC
trxB Tiorredoxina CACCTGTGACGGTTTCTTCTAC TCACTTTGCTGGCGATGTT
ahpC Peroxirredoxina GACACCCACTTCACTCACAA GTCGAAGTTGCGCGAAATG
Zwf-1 6GP GGTTTACCGCATTGACCATTAC TTCTGGTTCCACTGGGTTTC
oprH Porina GCCGCTACTACATGACCTATG CCGAACAGCTTGGTGGTAT
for ferroxirredoxina TTCGCCAAACTGGGAAGAG GATCTCATCGCCTTCCTTCAG
fumcC-1 Fumarato hidratasa ACATCATTCCGACCACCATC TGTACTTGTGCCGACTTGAC
mutlL Proteina mismatch GCAGCTCAAGGGTATCTACATC CTTGAGGCGCTCGTACATTAT
de DNA
mutS Proteina mismatch CACCCACTACTTCGAACTGAC GGAACACGATGCGTTCATTG
de DNA
XvPerl peroxirredoxina CACCACCGAACTTGGAAAGA TGTACATCGTCGCAGGAAAG
16S 16sRNA TGTGAAGAAGGTCTTCGGATTG CAGAGTTAGCCGGTGCTTATT
rpoN Sigma 54 CTGGTAGAACTGAACCAGGAAG GTTGCGCATGAAGGTGTTG
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6.7 Determinacion del dafio a membrana en P. putida KT2440

El dafio a membrana se determind por dos métodos, uno cualitativo y otro cuantitativo,
ambos midiendo Unicamente al dia 0y 18 del experimento. Para el primer método se utilizo
The LIVE/DEAD Baclight bacterial viability kit (Thermofisher Scientific) y en el segundo el
Lipid Hydroperoxide (LPO) Assay KIT de Millipore.

6.7.1 Daflo a membrana por Microscopia de Fluorescencia

Utilizando The LIVE/DEAD Baclight bacterial viability kit (Thermofisher Scientific) se observé
dafio a membrana en las células de la cepa silvestre y de la modificada XvPerl-6a. Para
realizar el ensayo, ambas muestras fueron rehidratadas por 20 min (500 ul) y se les
adicionaron 700ul de la mezcla de SITO 9X y ioduro de propidio del The LIVE/DEAD Baclight
bacterial viability kit (Thermofisher Scientific), el primero permea la membrana de todas las
células en la muestra, tifiéndolas de verde intenso, mientras el segundo penetra las células
dafiadas uniéndose a los acidos nucleicos y opacando la fluorescencia del SITO 9X y
emitiendo un rojo intenso. Se incubaron en oscuridad por 10 minutos y se colocaron 5 pl de
muestra en portaobjeto, las observaciones se hicieron con el objetivo 100 X en un campo

espectral de aproximadamente (400-700nm).

6.7.2 Cuantificacién del daiio a membrana por lipoperoxidacion

La cuantificacion de la peroxidacidn de lipidos en membrana se realizé con el uso del Lipid
Hydroperoxide (LPO) Assay KIT de Millipore. El fundamento de este KIT colorimétrico se
basa en la medicion de los hidroperdxidos que por su alta reactividad, reaccionan con los
iones ferrosos para producir iones férricos, que son detectados usando el tiocianato, como
se muestra en la ecuacion 10. Para desarrollar este experimento se midieron muestras de
ambas cepas en los dias 0 y 18 del monitoreo. Se utilizaron tres tubos de cada cepa en los
dias de medicidn, para este ensayo se rehidrataron las muestras con agua grado HPLC, los
tres tubos de cada cepa se juntaron en uno solo y se dejaron a un volumen de trabajo de
600 ul, estas muestras fueron sonicadas con las siguientes condiciones; tres ciclos de 10

segundos con 40% de amplitud.
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ROOH + Fe2* —> RO®+Fe¥
RO® +Fe2*+H* ——> ROH + Fe3*
Fe3*+55CN° —>  Fe(SCN)g2

A 900 nm
g 16,667 Micmt

(Ecuacion 10)

A continuacion se les agregé a cada muestra una mezcla equivalente en volumen de
metanol-cloroformo, se homogenizaron y se centrifugaron para separar las fases. Se obtuvo
con cuidado la fase organica donde se encontraba la parte lipidica de las muestras. Se
transfirieron 500 pl de la extraccidn anterior y se afiadieron 450 ul de metanol-cloforormo
(2:1). Se afniadieron 50 pl de la mezcla de los reactivos FTS1y FTS2 del kit los cuales funcionan
como cromogenos de la reaccidn. Cada muestra se colocd por triplicado en la placa
multipozos, incubadas por cinco minutos a temperatura ambiente, finalmente se midié a
500 nm. Ademas se construyd una curva estandar para conocer la concentracién de
hidroperoxidos por muestra, esto utilizando la Solucién estandar que proporcioné el

fabricante.
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7. RESULTADOS

7.1 Determinacion de la BSR

Los experimentos de desecacion realizados mostraron los siguientes resultados en la
supervivencia de las dos cepas estudiadas de Pseudomonas putida KT2440 (cepa silvestre y
cepa modificada con el gen XvPerl-6a). En el primer experimento desarrollado se
sometieron a desecacion ambas cepas en dos fases de crecimiento, la fase exponencial y la

estacionaria, los resultados se muestran en las figuras 6 y 7, respectivamente.

En la figura 7 no se observa diferencia en la tolerancia a-desecacidn entre la cepa silvestre
y la modificada con el gen XvPer1 cuando se parte de la fase exponencial de crecimiento.
Ambas cepas fueron recuperadas en placa hasta el dia 6 después de la desecacidén, en este
dia bajo estrés por la pérdida de agua ambas cepas registraron una caida en la BSR muy
similar. En los dia 9 y 12 después de la desecacidn ya no se observd crecimiento en placa, la

BSR fue de 0.

BSR Fase exponencial P. putida KT2440

120

100
80
60
40

BSR

H P.putida KT2440

W P. putida KT2440 XvPer1 6a

20

Dia0 Dia 3 Dia 6 Dia 9 Dia 12

Dias después de la desecacion

Figura 7. Experimento de desecacion partiendo de bacterias en fase exponencial de las cepas de Pseudomonas
putida KT2440.
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Lo siguiente fue analizar la supervivencia bacteriana a partir de bacterias que se
encontraban en la fase estacionaria de crecimiento, del mismo cultivo en crecimiento
utilizado primer experimento esperamos a alcanzar la fase estacionaria, los resultados se

observan a continuacién en la Figura 8.

BSR Fase estacionaria P. putida KT2440
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100
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BSR
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H P.putida KT2440
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M P. putida KT2440 XvPerl 6a

20

Dia 0 Dia 3 Dia6 Dia9 Dia 12

Dias después de la desecacion

Figura 8. Experimento de desecacion con bacterias crecidas hasta la fase estacionaria de las cepas de

Pseudomonas putida KT2440.

Las cepas fueron sometidas a desecacion cuando se encontraban en la fase estacionaria de
crecimiento y mostraron diferencias en la supervivencia, la cepa silvestre se encontré en
placa hasta el dia 9 con un valor de BSR de 30.4, mientras la cepa modificada (XvPer-1 6a)
mostrd una mayor tolerancia a la desecacién, ya que su BSR en el mismo dia fue de 62.9. La
diferencia en la supervivencia fue ain mas notoria, al dia 12 del experimento, con una BSR

de 44.76 para la cepa modificada y de 0 para la cepa silvestre.

Con estos experimentos pudimos establecer que la supervivencia bajo condiciones de
desecacion es mayor para bacterias que se encuentran en la fase estacionaria de
crecimiento y que bajo éstas condiciones, la cepa modificada es mas tolerante que la
silvestre. Se realizé un posterior experimento de desecacion con bacterias crecidas hasta la

fase estacionaria en el cual se evalué todos los dias la supervivencia de ambas cepas para
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conocer mas detalladamente el comportamiento de la BSR. En la figura 9 se observan los

resultados obtenidos en dicho experimento.

Experimento de desecacion de P.putida KT2440
120

BSR

100 - T

B P.putida KT2440 [Silvestre]

W P.putida KT2440 [XvPerl 6a]

60

40 -

20

Dia0 Dial Dia2 Dia3 Dia4 Dia5 Dia6 Dia7 Dia8 Dia9 Dial0 Dia1l Dia12 Dia 13 Dia 14 Dia 15 Dia 16

Dias después de la desecacién

Figura 9. Monitoreo diario de la BSR en Pseudomonas putida KT2440 cepa silvestre y modificada bajo

condiciones de desecacion.

En este experimento se partié con un nimero de bacterias 1.25x10° UFC/ml y 7.7x10°
UFC/ml para cepa silvestre y la cepa modificada con el gen antioxidante respectivamente.
Hasta el dia 4 después de la desecacidn, la cepa silvestre mostrd una BSR ligeramente mayor
a la de la cepa XvPer1-6a, para el dia 5, la cantidad de agua en el tubo era minima, y la BSR
de ambas cepas fue similar, de 85 para la cepa modificada y 86 para la silvestre. Sin
embargo, al dia 6 se observd una disminucién abrupta de la BSR de la cepa silvestre, bajando
su BSR a un valor de 57.96, mientras el valor de la BSR en la cepa modificada disminuyd
minimamente a 81.08, el analisis estadistico con la T-Student mostraron cambios
significativos (>0.05) en la supervivencia entre ambas cepas a partir de este punto de
medicién. El dltimo conteo en placa que se pudo realizar de la cepa silvestre en este
experimento fue al dia 10 después de la desecacion, su BSR fue de 15.48. La cepa modificada
extendio su supervivencia en el periodo de desecacidn hasta el dia 15, con valores de la BSR

de 21.05, que fue el ultimo monitoreo donde fue detectable en placa, se continud el
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monitoreo de ambas cepas hasta el dia 18, dia en el que la BSR de las dos cepas fue igual a

0. Con este experimento de supervivencia bacteriana pudimos corroborar que la cepa

modificada XvPerl-6a es mas tolerante a la desecacién que la cepa silvestre.

A través de una regresion lineal se establecio la velocidad de descenso de la BSR por dia en

ambas cepas. La poblacién bacteriana en la cepa silvestre desciende dos veces mas rapido

por dia en relacion a la cepa modificada, los resultados se muestran en las siguientes Figuras

10y 11, respectivamente.

Descenso de la BSR en P.putida KT2440 [Silvestre]

[20 min RH]
100
&
.
B >0 " y=-12725x +142.39
R? = 0.9535
0
0 2 4 6 8 10 12

dias después de la desecacién

Figura 10. Regresion lineal de la disminucion de la BSR de la cepa silvestre durante la desecacion.

[20 min RH]
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m
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o y =-5.9607x + 116.6
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dias después de la deseccién

Figura 11. Regresion lineal de la disminucidon de la BSR de la cepa XvPer1-6a durante la desecacion.
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7.2 Cuantificacién de las ROS intracelulares

Una vez determinada la supervivencia a desecacion de las dos cepas de estudio, se realizo
la medicidn de las ROS intracelulares. Durante un periodo de 18 dias bajo condiciones de
estrés hidrico la bacteria P.putida KT2440 (Silvestre) acumuld en su interior mayor cantidad
de especies reactivas de oxigeno (ROS) que la cepa modificada XvPerl1-6a, se tomaron 4
puntos de medicion en el experimento, se cuantificaron las ROS al dia 0 como referencia
antes del estrés, y los siguientes dias de monitoreo fueron 6, 12 y 18. El calculo para la
cuantificacidon de las ROS se realizé analizando la sefial de fluorescencia emitida por el
fluoréforo (DFC) entre el numero de unidades formadoras de colonias mds uno (UFC)+1,
esto ultimo con el objetivo de no tener una indeterminacién en el caso de a la ausencia de
UFC/ml. Previo al ensayo, las células fueron rehidratadas durante 20 minutos. Los
resultados de la cuantificacion de las ROS son mostrados en la Figura 12 y sugieren la
estrecha relacidn que tiene el aumento de las ROS al interior celular con la supervivencia
Pseudomonas putida KT2440 en condiciones de desecacion. El kit utilizado en este
experimento mide de forma general la acumulacidn de las ROS, lo cual no nos permitio
conocer especificamente cual especie reactiva fue la que mas se acumuld al interior de las

células durante la desecacion.

Medicion de ROS en Pseudomonas putida KT2440 [20min RR]
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Fluoresnceia/UFC+1

Dias después de la desecacion

Figura 12. Cuantificacion de las Especies Reactivas de Oxigeno durante la desecacion.
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7.3 Actividad Total de las SOD

Se evalué la actividad de las enzimas superdxido dismutasas durante 18 dias en condiciones
de desecacidn, estas enzimas son las primeras en actuar ante la generacion de las ROS,
especificamente del anidn superdxido. Se analizé la actividad de las SODs a los dias 0, 6, 12
y 18, el kit utilizado se basa en un método colorimétrico que mide la inhibicion de la
formacién de la sal de formazan. La cepa XvPerl-6a tuvo mayor actividad de las SODs que
la cepa silvestre en los dias analizados en condiciones de desecacion. Desde el dia 0 y hasta
el final del experimento la actividad SOD de la cepa silvestre fue siempre menor que la
registrada en la cepa modificada. En el dia 6 después de la desecacién ambas cepas
experimentaron un incremento en la actividad SOD con respecto al dia O, la actividad de la
cepa silvestre aumentd 1.93 veces, en tanto la cepa XvPer1-6a la actividad incrementd 1.55
veces, no obstante la actividad fue 20% mayor en la cepa modificada XvPerl-6a en este
punto de medicién. Durante los siguientes dos puntos de medicién, dias 12 y 18 la actividad
de las SODs disminuyé notablemente en ambas cepas respecto al dia 6; pero el decremento
fue mas marcado en la cepa silvestre llegando a valores por debajo de los iniciales. En tanto

gue la cepa modificada siempre mantuvo actividades por arriba de las iniciales. Figura 13.

Actividad de SOD en Pseudomonas putida KT2440

W P.putida KT2440(Silvestre]

W p.putida KT2440 [XvPerl 6a]

%Inhibicén/Proteinas totales

Dia 0 Dia 6 Dia 12 Dia 18

Tiempo después de la desecacion

Figura 13. Medicion de la actividad enzimdtica Superdxido dismutasas bajo condiciones de desecacion.
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7.4 Andlisis de la Expresion genética en condiciones de desecacién

Se realizé el analisis de la expresién genética en ambas cepas de Pseudomonas putida
KT2440 bajo condiciones de desecacidn, primeramente se evalud la expresion del gen
XvPerl, un gen antioxidante proveniente de la planta de resurrecciéon Xerophyta viscosa y
gue se encuentra insertado en el genoma de la cepa modificada de P.putida KT2440, este
gen codifica para una cys-1 peroxirredoxina con actividad peroxidasa (Mundree et al. 2000).
La expresion de este gen incremento al dia 6 y 12 de desecacidn, se registré un aumento de
3.3y 2.8 veces respecto al dia 0 (Figura 14). Para este experimento se realizaron ensayos de
RTQPCR analizando los niveles de expresién por el método AA®T utilizando como gen

endogeno a rpoN (Follonier et al., 2013).

Expresion del gen antioxidante XvPer1

4
S

S5 35

o

2

a2

E 2.5

% 2

o 1.5

2

g1

205

(0]

=2 0

z Dia0 Dia6 Dia 12 Dia 18

Gen XvPerl

Figura 14. Expresion del gen XvPer1 de la cepa derivada en condiciones de desecacion.

Se evaluaron los genes considerados como la primera linea de defensa ante el estrés
oxidativo. El andlisis se realizd en los genes sodA y sodB que codifican para las superdxido
dismutasas, MnSOD y FeSOD, codificada por respectivamente. Ademas de las catalasas
(KatA 'y katB). En las Figuras 15 y 16 podemos observar el comportamiento de la expresiéon
de los genes involucrados en la defensa ante el estrés oxidativo. La Figura 15 muestra la
expresion de sodA, sodB, KatA y katB en la cepa silvestre de P.putida KT2440. Se observan
cambios significativos en la expresidn de sodB. En tanto sodA muestra ligeros aumentos de

expresion. Las catalasas que fueron evaluadas no mostraron incremento en su expresion,
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al contrario disminuyeron, creando interesantemente un efecto de inhibicién de los
transcritos. Estos mismos genes fueron analizados en la cepa modificada de Pseudomonas
putida KT2440, la cepa XvPerl-6a la cual no mostré cambios significativos en la expresién
de los genes referidos excepto una ligera disminucidn en la expresién de katA. Los genes
sodA y sodB no mostraron cambios significativos en su expresién durante condiciones de

desecacion, ver Figura 16.

Expresion de genes P. putida KT2440 [Silvestre]
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Figura 15. Andlisis de la expresion de los genes sodA, sodB, katA y katB en la cepa silvestre de Pseudomonas
putida KT2440.
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Figura 16. Analisis de la expresion de los genes sodA, sodB, katA y katB en la cepa de Pseudomonas putida

KT2440 XvPerl-6a.
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A continuacién medimos la expresion de los genes trxB, ahpC, zwf-1 y fumC-1 en las dos
cepas de P.putida KT2440. trxB codifica para una tiorredoxina reductasa encargada de
regenerar el “pool” de tiorredoxinas reducidas usando como sustrato el poder reductor del
NADPH, ahpC es una alquil hidroperdxido reductasa dependiente de TRX, zwf-1 forma parte
de la via de las pentosas fosfatos, codifica para la enzima glucosa-6 fosfato deshidrogenasa,
fumC-1 (fumarato hidratasa) que pertenece al ciclo de Krebs y estd implicada en la
hidratacion de fumarato a Malato, y el gen fpr que codifica para una ferredoxina reductasa-
NADP, produciendo poder reductor para la célula, a su vez que ayuda en la proteccién

contra el radical superéxido.

El analisis en la expresion de estos genes fue interesante, la cepa silvestre mostré cambios
significativos en ahpCy fumC-1, la expresién del primero incrementd 3.93 veces en los dias
12 y 18 bajo condiciones de desecacidn. La expresién de fumC-1 fue gradualmente
aumentando hasta alcanzar 2.72 veces, mientras que trxB mostré el mayor aumenté en su
expresion genética en el dia 6, con 2.3 veces. El gen zwf-1 no mostré cambio en su expresion
genética, los niveles de transcritos fueron similares durante todo el periodo de desecacion
evaluado. Sin embargo el gen fpr si aumentd su expresién 10.2 veces en el dia 6 de
desecacion respecto al dia 0. Posteriormente su expresidon disminuye en los siguientes dias

del monitoreo, ver Figura 17.

La cepa modificada con el gen antioxidante (XvPer1) mostrd ligeros cambios en la expresién
de los genes de trxB, ahpC, y fumC-1 bajo condiciones de desecacién como se puede
observar en la Figura 16. La excepcion fue el gen zwf-1 el cual se sobre expresd de manera
significativa 9.5 y 3 veces en los dias 12 y 18 respectivamente, sugiriendo una mayor
actividad de la via de las pentosas fosfato en esta cepa, asi mismo se observé un incremento
en la expresion del gen fpr en los dias 6 y 12, disminuyendo posteriormente su expresion al

final del monitoreo (Figura 18).
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Expresion de genes en P.putida KT2440 [Silvestre]
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Figura 17. Andlisis de la expresion de los genes trxB, ahpC, zwf-1 y fumC-1 en la cepa de Pseudomonas putida
KT2440.

Expresion de genes en P.putida KT2440 [XvPerl 6a]
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Figura 18. Andlisis de la expresion de los genes trxB, ahpC, zwf-1 y fumC-1 en la cepa de Pseudomonas putida
KT2440 XvPer1-6a.

Posteriormente se evalud el gen oprH, el cual es un gen del género Pseudomonas que
codifica para una porina, y es importante para el mantenimiento y soporte de la membrana
bacteriana, al ser una de las proteinas mas abundantes. Como ya se sabia que la membrana
es afectada durante en el proceso de desecacidn decidimos hacer el analisis de la expresion

de este gen. Los resultados indican que este gen aumenta su expresién en diferentes
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tiempos del periodo de desecacién, en ambas cepas existe una expresion mayor a 18 veces,
la cepa silvestre al dia 6 y la cepa XvPer1-6a al dia 12 después de la desecacién. Esto es un
indicio de que la cepa silvestre experimenta un mayor dafo en la membrana en cuanto
pierde por completo el agua intracelular (dia 6). La cepa modificada en cambio, experimenta

el mayor dafio tiempo después (dia 12), ver Figura 19.

Expresion de oprH en la cepa silvestre y modificada

20
18 1 :|:
16

- -

oprH oprH XvPer1-6a

Nivel relativo de transcripcion
(o]

Genes

Dia0 Dia 6 Dia 12 Dia 18

Figura 19. Expresion de oprH durante la desecacion.

Los siguientes genes analizados fueron los involucrados en el sistema de reparacién de DNA
mismatch, mutS y mutL forman parte del complejo. mutS activa el sistema formando un
dimero (mutS;) que reconoce el dafio o error en la secuencia de DNA. Mientras mutL
aunque no es muy clara su funcidn, se sabe interactiia con el dimero mutS, y una tercera
proteina mutH (endonucleasa) ayudando en su activacién (Acharya et al. 2003; Elez et al.
2012; Torres-Barceld et al. 2013). De acuerdo a Brierley & Martin (2013) y Ning Ding et al.
(2015) senalan que el sistema mismatch no solo actua en la replicacion, sino también como
parte de la seiializacién para prevenir daifio quimico como el que puede provocar las ROS
principalmente los radicales OH". Al ser mutS y mutL parte fundamental del mecanismo de
reparacion de DNA, se analizé la expresién de cada uno bajo condiciones de desecacion. Se
observd un aumento en la expresion genética de mutS (2.63 veces) en la cepa silvestre al

dia 6 de desecacion, posteriormente la expresion disminuye. Mientras mutL en esta misma
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cepa no mostré cambios en la expresidn excepto al final de la desecacidon que parece
inhibirse su expresion. En cuanto a la cepa modificada se registré un aumento de la
expresion de ambos genes sdélo al dia 12 de la desecacidn y es interesante que ambos genes

se activaron durante el mismo tiempo de monitoreo (Figura 20).

Expresion de genes del sistema de reparacion mismatch en las dos
cepas P.putida KT2440
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Figura 20. Expresion de genes del sistema de reparacion de DNA mismatch bajo condiciones de desecacion.

7.5 Dafio a Membrana

Realizamos la medicién del dafio a membrana de forma cualitativa utilizando el kit
LIVE/DEAD BacLight Bacterial Viability mediante microscopia de fluorescencia. A demas se
utilizé el kit LPO assay kit para la medicion cuantitativa del dafio a membrana. Los
resultados realizados por microscopia se muestran en la Figura 21. Ambas cepas de
Pseudomonas putida KT2440 fueron monitoreadas por 18 dias, durante este experimento
se cuantifico la BSR. Utilizando el Kit LIVE/DEAD en el dia 0, pudimos observar que la
membrana de un gran nimero de bacterias se encuentran emitiendo una coloracién verde
intensa, esto, por el fluoroforo SITO 9x del kit, lo que significa que la membrana se
encontraba integra, sin embargo al analizar el campo opuesto, pudimos ver que desde el
dia 0 existe dafo a la membrana en ambas cepas, pues se observé la presencia de bacterias
tefiidas en color rojo (Yoduro de propidio). Aunque el nimero de bacterias con membranas

dafiadas fue mayor en la cepa silvestre.
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La siguiente medicidn de dafio a membrana la realizamos al dia 18 después de la desecacién
y se aplicé 20 minutos de rehidratacion de las bacterias previo al ensayo. La tasa de
supervivencia bacteriana (BSR) de la cepa silvestre en este dia 18 del experimento fue igual
a 0, es decir que no pudo ser recuperada en placa; mientras que para la cepa XvPerl-6a fue
de 28.04. Las células de la cepa silvestre observadas en microscopio mostraron emision de
fluorescencia débil en el campo para la emisién de luz verde al dia 18. Lo interesante de
este experimento fue que aunque las células de la cepa silvestre ya no son cultivables al dia
18 después de la desecacion, son capaces de emitir una fluorescencia minima en un color
verde-naranja. Por su parte las células de XvPer1-6a emitieron mayor fluorescencia en el
campo de emision de luz verde, sin embargo también es de notar que el color de estas fue
una mezcla de verde-naranja. Como esperabamos el numero de células tefidas por el

Yoduro de propidio (rojo) aumentaron al final del experimento en ambos casos, con esto

pudimos demostrar que el dafio a membrana aumenta con la pérdida de agua.

KT2440dia 0 KT2440 XvPer 6a dia 0

Figura 21. Observacion del dafio a membrana, mediante microscopia de fluorescencia (100X) con el Kit
LIVE/DEAD.
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A demas se evalud daiio a membrana en forma cuantitativa determinando la cantidad de
hidroperoéxidos de los lipidos. Para este experimento se utilizé el Lipid Hydorperoxide (LPO)
Assay Kit (Millipore). Los datos obtenidos se observan en la Figura 22, en la cual se calculd
los nanomoles totales de hidroperéxido en cada muestra y se normalizé respecto al nimero
de células contenido en cada muestra al tiempo cero del experimento. En esta grafica se
observé que el contenido de hidroperéxidos en los lipidos de las membranas al dia 18
incrementd en un 15% en la cepa silvestre y un 4% en la cepa modificada respecto al dia
cero. Al realizar un andlisis con la prueba T de Student el cambio en el contenido de
hidroperdxidos de la cepa modificada no resultd significativo, mientras que en la cepa

silvestre si lo fue.

Contenido de hidroperdxidos en los lipidos de membrana

12

@)

[N

2 10

(@)

—

S 8

>

[¢)

E 6

=

S

S 4

=

°

g 2

&

S 0

T WTO WT18 XvPer0O XvPerl8

DiaOy 18

Figura 22. Acumulacion de hidroperdxidos en las cepas de Pseudomonas putida KT2440 al final de la
desecacion.
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8. DISCUSION

Los inoculantes microbianos han sido considerados como una alternativa potencial para la
sustitucion del uso de los agroquimicos en los campos de cultivo, sin embargo la
formulacion y la transferencia tecnolégica de estos sigue siendo un reto a resolver. La
eficacia de los inoculantes microbianos esta en dependencia de la supervivencia de los
microorganismos que componen las formulaciones. La desecacion es uno de los principales
retos que los microorganismos aplicados en los campos agricolas deben superar. Hay
reportes que sugieren que el estrés por desecacion estd ligado a la generacién de las ROS
intracelulares, por lo que este trabajo se enfocd en estudiar estas condiciones y determinar
si existe una relacion directa con la supervivencia en el modelo microbiano de Pseudomonas
putida KT2440. En este trabajo de investigacidon se estudiaron dos cepas de Pseudomonas
putida KT2440 bajo condiciones de desecacidn. La cepa silvestre, y una cepa modificada con

el gen XvPer1 inserto en su genoma, el cual codifica para una enzima antioxidante.

Los experimentos desarrollados generaron informacidn relevante relacionada con el estado
redox intracelular, la formacién de las ROS y su efecto sobre la supervivencia de P. putida
KT2440 bajo condiciones de desecacion. En los primeros experimentos realizados se explord
la supervivencia de las dos cepas de estudio en dos fases del crecimiento, la fase
exponencial y estacionaria; cuando estas cepas fueron sometidas a desecacion desde la fase
exponencial (6 h aproximadamente) (Figura 7), no hubo diferencia en la supervivencia de
las bacterias, ambas cepas solo pudieron recuperarse en placa hasta el dia 6 del
experimento. Cuando las bacterias fueron sometidas a desecacion desde la fase
estacionaria se observé una mayor supervivencia de la cepa XvPer1-6a (Figura 8). El que las
bacterias en fase estacionaria fueran mas tolerantes a la desecacidon concuerdan con lo

reportado por Mufioz Rojas et al., (2006).

Los experimentos de supervivencia demostraron mayor tolerancia a la desecacion por parte
de la cepa modificada XvPerl-6a de Pseudomonas putida KT2440 respecto a su cepa
parental. A partir del dia 6 después del inicio de la desecacion, las suspensiones bacterianas

perdieron el agua completamente y la BSR de la cepa silvestre descendio casi el doble por
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dia. Con estos resultados podriamos suponer que la presencia del gen XvPer1 le permite a
la cepa modificada soportar mas el estrés ocasionado por la pérdida de agua intracelular.
Cuando la cepa modificada fue inoculada y sometida a condiciones de desecacidn desde la
fase exponencial pareciera que el gen XvPerl no es expresado pues no existid diferencia
cuando se comparo con la cepa silvestre en las mismas condiciones. Podemos sugerir que
el gen XvPerl1 en la cepa modificada es expresado cuando alcanza la fase estacionaria.
Mufioz-Rojas & Ramos (2009) probaron cepas modificadas de Pseudomonas putida KT2440
con el gen inserto de XvPer1 en condiciones de desecacion, sin embargo no abordaron el
posible efecto de las ROS bajo estas condiciones. Para comprobar que el estrés oxidativo
esta implicado con la perdida de viabilidad celular bajo condiciones de desecacion, se
inocularon ambas cepas desde la fase estacionaria en condiciones desecantes (30°C y 50%
de humedad relativa) y realizamos mediciones de las especies reactivas de oxigeno (ROS)
intracelulares totales, se observd que la cepa silvestre durante todo el periodo de
desecacion acumuld mayor cantidad de ROS. Mientras que la cepa XvPerl-6a, mantuvo
niveles menores de ROS durante los 18 dias de monitoreo, estos resultados sustentan la
idea de que el gen que codifica para 1-cys-peroxirredoxina influye en la remocién de ROS o
en la menor produccion de ROS intracelular. Con los resultados obtenidos al someter a
desecacidon a ambas cepas de Pseudomonas putida KT2440 demostramos que el efecto que
ejercen las ROS durante la desecacidn esta relacionada directamente con la supervivencia

bacteriana (Figura 9y 12).

Sin embargo, la determinacion de las ROS totales no nos permitié discriminar cual especie
reactiva o cual actividad antioxidante de la célula fue la mds importante baja estas
condiciones. Asi que se decidio analizar la actividad superoxido dismutasa de ambas cepas
como un primer acercamiento, con lo que se pudo determinar una mayor actividad
enzimatica en la cepa modificada, estas proteinas antioxidantes son en muchos organismos
la primera linea de defensa cuando comienzan a incrementar los niveles de superdxido en
las células, por tanto su medicidn fue importante para conocer si habia activacion de estas
enzimas cuando la célula comienza a perder agua al interior. En los cuatro puntos de

medicion (dia 0, 6, 12 y 18) del experimento los niveles de actividad de las enzimas SODs
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fue mayor en la cepa XvPerl-6a, la mayor actividad enzimatica permitié a esta cepa
controlar mejor la acumulacion de ROS ya que desde un primer momento éstas células
pudieron convertir una mayor cantidad del anién superdxido (O) a H,O, el cual fue

inmediatamente degradado a agua y oxigeno por la actividad de las peroxidasas (Figura 13).

Posteriormente realizamos el analisis de la expresidn de diversos genes involucrados en la
defensa contra el estrés oxidativo, evaluamos bajo estas condiciones en primera instancia
el gen XvPerl1, el cual Mowla et al., (2002) mencionan que es un gen inducible por estrés,
como es la salinidad, deshidratacion, luminosidad y altas temperaturas. Este gen fue
clonado en el genoma de P.putida KT2440, al ser una mutacion al azar no conocemos en
gue parte del genoma se encuentra o que gen esta interrumpiendo, sin embargo Mufoz-
Rojas & Ramos (2009) realizaron experimentos con diferentes mutantes de P.putida KT2440
con este y otros genes antioxidantes clonados. Estas cepas recombinantes mostraron mayor
resistencia a condiciones ambientales adversas, como desecacion y salinidad. El gen XvPer1
insertado en P.putida KT2440 tiene un promotor fuerte lacl®/Ptrc que es inducido por IPTG,
no obstante nuestros experimentos fueron realizados sin induccidon. Alnque no se agrego
el inductor IPTG, el gen aumentd su expresion en los dias 6 y 12 del experimento (Figura
14), esto fue sorprendente y no tenemos una explicacién para el aumento de la expresion.
Mundree et al., (2002) habia reportado que XvPer1 codifica para un antioxidante fuerte,
una produccion basal de esta peroxirredoxina puede explicar nuestros resultados ya que
esta enzima ayuda a combatir las especies reactivas que se producen ante la pérdida de

agua.

Se evalud la expresidn de genes considerados la principal linea de defensa, las superdxido
dismutasas sodA (Mn-SOD) y sodB (Fe-SOD). La cepa silvestre bajo estas condiciones de
desecacion cambid la expresidon del gen sodB y en menor medida la expresidon de sodA,
aumentandolas en ambos casos. (Figura 15 y 16). Este aumento de los transcritos se
correlaciona con el aumento de la actividad SOD en el dia 6, sin embargo no con el
decremento de la actividad registrado en los dias posteriores, 12 y 18. Una posible
explicacion a esta discrepancia en los resultados seria que el aumento de los transcritos de

SodB sean una respuesta a la inactivacion de esta proteina la cual es dependiente de hierro.
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SodB es mas suceptible al estrés oxidativo que SodA, la presencia de O, desestabiliza el
cluster de hierro, por lo cual el idn Fe®* del centro catalitico de esta proteina puede ser
oxidado a Fe** con mas facilidad por accién del superéxido (05) (Gu & Imlay, 2013). Cuando
realizamos las mediciones de estos genes en la cepa modificada, no se observé cambio en
su expresion respecto al dia O, al parecer esta cepa no requiere producir mayor cantidad de
transcritos para formar mas proteinas SODs, pues ninguna de las dos enzimas (sodA y sodB)
se ven afectadas significativamente por los oxidantes generados durante la desecacién y la
actividad se mantiene casi constante durante el periodo de experimentacion. En cuanto a
los genes que codifican para las catalasas, KatA y KatB estas mostraron una ligera
disminucion en su expresidn en ambas cepas, en principio estas proteinas catalasas
deberian remover el H,0, intracelular, pero se observé que en la cepa silvestre estos genes
parecieran reprimirse conforme aumentan los dias de desecacidn. Este resultado sugiere
gue estas enzimas no son activadas y probablemente poco fundamentales para contender
con la desecacion. El siguiente paso fue analizar la expresidn de otros genes que Kim & Park
(2014) reportan como importantes en la respuesta al estrés oxidativo en dicho
microorganismo. De esta manera, la expresién de trxB ( tiorredixiona reductasa), ahpC (2-
cys-peroxirredoxina), zwf-1  (glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa), fumcC-1(fumarato
hidratasa) y oprH (porina, proteina de membrana) y fpr (ferredoxina reductasa-NADP) fue

analizada (Figura 17 y 18).

La sobreexpresion de ahpC, la cual es una peroxirredoxina con actividad peroxidasa muy
conservada en los phylos, en la cepa silvestre puede ser una enzima clave para la remocion
de las ROS en la cepa silvestre, esta enzima utiliza los grupos tiol de las tiorredoxinas para
activar y cortar peréxidos. El “pool” de tiorredoxinas (trx) en Pseudomonas putida KT2440
debe ser grande pues no se percibié cambio en la expresidn de la trxB, la cual a través de
NAPDH regenera las trx, no obstante esto también puede estar ligado con nula expresién
de zwf-1 principal generador de poder reductor, es decir, que la cepa silvestre bajo
condiciones de desecacién no puede generar suficiente poder reductor y esto puede
relacionarse con el estado viable no cultivable, en el cual la célula podria sensar la situacién

adversa y activar una sefializacion para disminuir su metabolismo al maximo y evitar asi el
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dafio por la acumulacién de ROS. El aumento en la expresion de fumC-1, que codifica para
la proteina fumarato hidratasa es independiente de hierro, y es activado toda vez que han
sido oxidadas las fumarato hidratasas dependientes de Fe, las cuales son fumA y fumB, se
pudo observar un aumento gradual en la expresion de fumC-1 durante el periodo de
desecacion, esto puede indicar que la bacteria aunque no es cultivable esta
metabdlicamente activa para generar suficiente energia y mantener funciones a través del
ciclo de Krebs. En tanto el gen fpr puede estar compensando la falta de produccion de poder
reductor en la via de la pentosa fosfatos, pues su expresidon aumenté 9.2 veces al dia 6 de

desecacion, dia en el que las muestras estan deshidratadas completamente.

Por otro lado, en la cepa modificada con el gen XvPer1 ninguno de estos 5 genes, excepto
zwf-1 aumentd de manera importante su expresidn en el dia 12 después de la desecacioén,
parece que para esta cepa no es necesario activar todo el mecanismo de antioxidantes
nativos, pues ahpC no tuvo cambio alguno, lo mismo con el gen trxB que esta relacionado
con la activacién de ahpC. Aunque no son muy claros los detalles de las vias de sefializacion
redox en P. putida KT2440, Noctor & Foyer (2014) sugieren que los cambios involucrados
en el estado redox de grupos tiol esta relacionado. Las enzimas que se basan en este
mecanismo tiol pueden tener tanto una funcién antioxidante como de seializacidn, en
razon de un aumento de la acumulacidn intracelular de la molécula de H,0,. Esto puede ser
mediado ya sea por cambios en el potencial redox del glutation o de las TRX, repercutiendo
a proteinas blanco o causando cambios en la estructura de las mismas. A su vez Noctor &
Foyer (2014) también sugieren que la desecacion provoca modificaciones en el potencial
redox de la célula oxidando cofactores como el glutatién total (GSH-GSSG), este cambio se
relaciona con el estado tiol el cual participa en las vias de sefializacidon ante el estrés
oxidativo. XvPerl es dependiente de la proteina glutation transferasa para su activacion
enzimatica, aunque en este trabajo no se analizé algun gen del glutatidn, podemos sugerir
que el aumento de zwf-1 esta involucrado para la continua reduccidn del glutation oxidado
y que este glutation reducido sirve para la activacion de XvPerl (1-cys-peroxirredoxina),
similar a lo que sucede con ahpC. También fumC-1 no cambid su expresion en la cepa

modificada, lo que nos sugiere que el ciclo de Krebs no fue afectado en esta cepa y por
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consiguiente su metabolismo no tuvo que disminuir ni entrar en estado viable no cultivable

como sucede en la cepa silvestre.

OprH es una proteina que ha sido estudiada en Pseudomonas aeruginosa en respuesta a
antibioticos, sin embargo al ser OprH la unidad mayor dentro de las proteinas de membrana
de este género fue de interés saber si el gen oprH pudiera estar ligado a los procesos de
desecacion. La expresion de OprH se analizd en ambas cepas de Pseudomonas putida
KT2440, el gen aumentd mas de 18 veces su expresion, no obstante la expresidon ocurrid en
diferentes dias del monitoreo. El mayor cambio de expresion de este gen en la cepa silvestre
se observo en el dia 6 de desecacidn, justo cuando las células pierden el agua del medio, y
cuando comienza un descenso marcado en la BSR de esta cepa. Mientras en la cepa
modificada XvPerl-6a, la sobreexpresion de este gen se dio al dia 12 después de la
desecacion, esto nos puede indicar que antes de los 12 dias de desecacién, esta cepa
modifica no requiere hacer cambios en su membrana para evitar dafio por la pérdida de

agua intracelular.

Para cumplir con el ultimo objetivo del trabajo hicimos mediciones del dafio a membrana,
de forma cualitativa con el LIVE/DEAD BacLight Bacterial Viability, al dia O de desecacién se
pudo observar que existe un ligero dafio a membrana en las dos cepas de interés, esto
puede ser por varias razones: la limitacidon de nutrientes en la fase estacionaria activa varios
estreses, los lavados con agua puede causar estrés, o el mismo proceso de respiracion
durante el secado puede formar las ROS. Para el dia 18 después de la desecacidn el dafio a
membrana se incrementé en ambas cepas, las cuales fueron observadas a 100X en el
microscopio de fluorescencia, en este dia la cepa silvestre mostré mayor dafio respecto a la
cepa modificada, aunado a que no se pudo recuperar en placa, no se observaron células
con emision de luz verde, es decir, que no se observaron células viables de acuerdo al kit,
pero si se observaron todas con emisién de luz roja lo que significa células no viables. La
cepa modificada XvPer1-6a, al dia 18 mostré una fluorescencia verde-naranja, evidenciando
menor dafo a la membrana. Es decir, que para esta cepa el dafio a membrana indicado por
el kit de fluorescencia, no es un factor determinante para su supervivencia debido a que a

pesar de tener dafiada su membrana las células siguen siendo cultivables. Para comprobar
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cuantitativamente el dafio en la membrana se utilizo el Lipid Hydorperoxide (LPO) Assay Kit
con el cual pudimos medir la formacion de hidroperdxidos en la membrana. Los resultados
mostraron mayor formacién de hidroperdxidos por cada UFC en la cepa modificada en
comparacion con la cepa silvestre al dia cero, pero el aumento de la formacién de
hidroperéxidos al dia 18 fue del 16% en la cepa silvestre y del 4% en la cepa modificada.
Este menor dafio de los lipidos de membrana en la cepa modificada podria ser la causa de

su mayor tolerancia a desecacion.

Con los resultados obtenidos, podemos sugerir que el mecanismo clave para la
supervivencia de Pseudomonas putida KT2440 bajo condiciones de desecacidon es mediante
la activacion las defensas antioxidantes: superoxido dismutasas y peroxidasas. Una
expresion basal, pero constitutiva de la 1-Cys peroxirredoxina mantuvo una alta actividad
de las enzimas superoxido dismutasas, que en conjunto mantuvieron bajos niveles de ROS
intracelular durante todo el experimento, afectando en menor medida la membrana celular

y en resultado la cepa modificada pudo sobrevivir periodos mds largos de desecacién.
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9. CONCLUSIONES

La cepa modificada con el gen XvPerl de Pseudomonas putida KT2440 es mas

tolerante a periodos de desecacion respecto a la cepa silvestre.

La acumulacidon de Especies Reactivas de Oxigeno (ROS) en la cepa modificada son
menores, se puede inferir que la actividad antioxidante de la peroxirredoxina que

codifica el gen XvPer1, contribuye a la destoxificacion de la célula.

La acumulacién intracelular de las ROS condicionan la supervivencia bacteriana

durante periodos de desecacion.

La expresidon basal sin induccién del gen XvPerl es suficiente para que la cepa

modificada pueda sobrevivir periodos mas largos de desecacion.

La cepa silvestre de Pseudomonas putida KT2440 durante la desecacion
experimenta un mayor estrés oxidativo que la cepa modificada XvPerl-6a,
observdndose mayores cambios de expresion genética de diversos genes

involucrados con la defensa antioxidante.

La cepa modificada probablemente produce mds poder reductor (NADPH) que le
permite reducir el dafo por las ROS regenerando proteinas antioxidantes

dependientes como el glutation y las tiorredoxinas.

La cepa silvestre no activa la via de la pentosa fosfatos durante la desecacién y

depende de la proteina fpr para disminuir el dafio oxidativo.

Los periodos de desecacion en el modelo Pseudomonas putida KT2440 inducen
estrés oxidativo por el aumento y acumulacién de especies reactivas de oxigeno

(ROS).

Aunque existe dafo a membrana en ambas cepas, la menor aumento de la
peroxidacién lipidica en la cepa modificada XvPer1-6a, le permite sobrevivir por mas

dias ante la pérdida de agua.
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ANEXO

2 3 4 5
sodA sodB katA katB

100pb

Anexo 1. RT- PCR de punto final de genes de P.putida KT2440. Linea 1: Marcador de peso
molecular 100pb Jena Biosciences. Linea 2-5: genes.

5 6
mutl mutS

Anexo 2. RT- PCR de punto final de genes de P.putida KT2440. Linea 1: Marcador de peso
molecular 100pb Jena Biosciences. Linea 2-6: genes.
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3 4 5 6 LR
for oprH zwf-1 ahpC  XvPerl XvPer1
wrj
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Anexo 3. RT- PCR de punto final de genes de P.putida KT2440. Linea 1: Marcador de peso
molecular 250pb Jena Biosciences. Linea 2-7: genes.
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