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RESUMEN.

Son muchos los mecanismos que sostienen la interaccion mutualista sintética entre la bacteria
Azospirillum brasilense y la microalga Chlorella sorokiniana. Esta relacion, ha sido estudiada
como modelo para entender la relacién de las PGPB (Bacterias promotoras de crecimiento
vegetal, por sus siglas en inglés) con las plantas superiores y para potenciar aplicaciones
biotecnoldgicas de las microalgas. ElI metabolismo de polihidroxibutirato (PHB) en
Azospirillum brasilense es importante durante su interaccion con las plantas, el PHB
proporciona a la bacteria capacidad de sobrevivir bajo condiciones de inanicidn y estrés, al servir
como fuente de carbono y energia, favoreciendo su crecimiento, proliferacion, la competencia
con otros microorganismos y consecuentemente la interaccién con las raices de las plantas. El
objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de dos microalgas en el metabolismo de PHB y la
interaccion de este con el ciclo de Krebs. Para este fin, se evaluo el crecimiento de la bacteria y,
la expresion de los genes que codifican para las enzimas poli-p-hidroxibutirato sintasa (phbC)
y poli-B-hidroxibutirato depolimerasa (phaZ), involucradas en el metabolismo de PHB, y de la
enzima malato deshidrogenasa (mdh), involucrada en el ciclo de Krebs, usando la técnica de
PCR en tiempo real, a las 12 y 24 horas de crecimiento. Para establecer los tratamientos, se hizo
una busqueda previa de los carbohidratos presentes en los exudados de la microalga a las 72
horas de crecimiento por medio de HPLC-IR, obteniendo como resultado la deteccién de acido
galacturénico (0,1 mg-mL™). A partir de esta informacion, se probaron 5 tratamientos que
consistieron en: 1) la bacteria creciendo en un medio sintético de crecimiento (SGM)
suplementado con los exudados de dos cepas de microalga; 2) en co-cultivo con dos cepas de
microalga; 3) en SGM suplementado con acido galacturénico a una concentracion similar a la
presente en los exudados analizados de las microalgas (0,1 mg-mL™) y 4) en SGM sin
suplementar (control). Como resultado se observo que la bacteria tuvo un mejor crecimiento en
los tratamientos con la microalga o sus exudados, en comparacion con el medio suplementado
con acido galacturonico y el medio sin suplementar. El crecimiento fue mejor en los exudados
en comparacion con los co-cultivos a las 24 horas de crecimiento y no hubo diferencias entre
las cepas. El analisis de expresion relativa de los genes phbC, phaZ y mdh revel6 que el
metabolismo de PHB esta activo durante la interaccion con la microalga y que ademas esta

altamente relacionado con el ciclo de Krebs. Estos resultados demuestran que la sintesis y



catabolismo de PHB es importante para sostener el mutualismo sintético Azospirillum
brasilense-Chlorella sorokiniana.

Palabras clave: Metabolismo PHB, Azospirillum brasilense, Chlorella sorokiniana, ciclo de
Krebs, mutualismo sintético.



ABSTRACT.

There are many mechanisms supporting the mutual synthetic interaction between the bacterium
Azospirillum brasilense and the microalgae Chlorella sorokiniana. This relationship has been
studied as a model to understand the relationship between PGPB (Plant Growth Promoting
Bacteria) and plants and to enhance biotechnological applications of microalgae. The
metabolism of polyhydroxybutyrate (PHB) in Azospirillum brasilense is important during the
interaction with plants, it was found that PHB provides the bacteria the ability to survive under
conditions of starvation and stress by serving as the source of carbon and energy, promoting the
growth, proliferation, the competition with other microorganisms and consequently the
interaction with plant roots. The objective of the study was to evaluate the effect of the two
microalgae on PHB metabolism and their interaction with the Krebs cycle. To this end, the
growth of the bacteria and the expression of the genes encoding for the enzymes poly--
hydroxybutyrate synthase (phbC), poly-p-hydroxybutyrate depolymerase (phaz) both involved
in the metabolism of PHB, and of the enzyme malate dehydrogenase (mdh) involved in the
Krebs cycle, were evaluated using the real-time PCR technique, at 12 and 24 hours of growth.
To establish the treatments, a presearch of the carbohydrates present in the exudates of the
microalgae at 72 hours of growth was made by using the HPLC-IR technique, obtaining as a
result the detection of galacturonic acid (0.1 mg-mL™). Based on this information, five
treatments were tested consisting of: 1) the bacteria growing in a synthetic growth medium
(SGM) supplemented with the exudates of the two strains of microalgae; 2) in co-culture with
the two strains of microalgae; 3) in SGM supplemented with galacturonic acid at a concentration
similar to that present in the analyzed exudates of the microalgae (0.1 mg-mL™) and 4) in the
unsupplemented SGM medium (control). As a result, the bacteria had better growth in the
treatments with the microalgae or the exudates, compared to the medium supplemented with
galacturonic acid and the unsupplemented medium. The growth was better in the exudates
compared to the co-cultures at 24 hours of growth and there were no differences between the
strains. Analysis of the relative expression of the genes phbC, phaZ and mdh showed that PHB
metabolism was active during interaction with microalgae and it is highly related to the Krebs
cycle. These results show that the synthesis and catabolism of PHB is important to sustain the

synthetic mutualism Azospirillum brasilense-Chlorella sorokiniana.



Key words: PHB metabolism, Azospirillum brasilense, Chlorella sorokiniana, Krebs cycle,

synthethic mutualism.

1. INTRODUCCION.

El modelo de mutualismo sintético Azospirillum brasilense-Chlorella sorokiniana ha sido
estudiado con el fin de dilucidar los mecanismos que sostienen la interaccion de bacterias
promotoras de crecimiento vegetal (PGPB, siglas en inglés) como Azospirillum brasilense, y las
plantas superiores. El uso de microalgas en este modelo tiene como antecedentes estudios
filogenéticos que demostraron que las plantas terrestres evolucionaron partir de microalgas
clorofitas (Graham 1996, Leliaert et al., 2012), razén por la cual exhiben similitudes
estructurales y fisioldgicas con las células fotosintéticas de las plantas superiores (Sorensen et
al., 2011). Ademas, el hecho de que tienen rapidas tasas de crecimiento incluso en ambientes
con baja disponibilidad de nutrientes, y a que se pueden cultivar en condiciones de laboratorio
0 a nivel industrial ha conducido a que hayan sido estudiadas ampliamente. De igual manera,
esta interaccion ha sido util para potenciar diferentes aplicaciones biotecnologicas de las
microalgas, principalmente la produccion de biocombustibles (Leyva et al., 2014) y el

tratamiento terciario de aguas residuales (de-Bashan y Bashan 2010).

Tras comprobarse el efecto promotor de Azospirillum brasilense Cd en la microalga Chlorella
sorokiniana durante el tratamiento terciario de aguas residuales (de-Bashan et al., 2002, 2004,
2008), varios estudios se han enfocado en comprobar la influencia de la bacteria en el
crecimiento, el intercambio de metabolitos y fisiologia de la microalga (Hernandez et al., 2006,
Leyva et al., 2006, Choix et al., 2012a, Choix et al., 2012b, Choix et al., 2014, Meza et al., 2015,
de-Bashan et al., 2016, Amavizca et al., 2017, Palacios et al., 2016 Palacios et al., 2019, Lopez
et al., 2019). No obstante, el efecto de la microalga sobre varios procesos metabdlicos de la
bacteria permanece sin esclarecer. Entre uno de los mecanismos que sustentan la simbiosis tanto
con las plantas como con Chlorella sorokiniana esta la produccion de fitohormonas por parte
de la bacteria. Al estudiar el papel del acido indolacético (AlA) en la interaccién mutualista
sintética con la microalga por medio de analisis de expresion relativa se demostré que el AIA

producido por la bacteria tenia un efecto en la produccion de triptéfano y tiamina por parte de



la microalga y que estas vitaminas podian ser usadas nuevamente como precursores de la sintesis

de AlA en Azospirillum brasilense (Palacios et al., 2016).

Otro proceso importante en la interaccion Azospirillum brasilense-planta, es el metabolismo de
poli-B-hidroxibutirato (PHB) en la bacteria (Muller-Santos et al., 2015). Se sabe que la
acumulacién y uso de PHB puede favorecer el establecimiento, proliferacion, supervivencia y
competencia principalmente en ambientes donde la energia y los nutrientes son limitados
(Kadouri et al., 2003). Al igual que las raices de las plantas, las microalgas exudan compuestos
producto de sus procesos metabolicos, los cuales pueden cumplir un papel importante en los
procesos simbidticos, estos compuestos son principalmente carbohidratos, acidos organicos,
proteinas, lipidos (Watanabe et al., 2006, Templeton et al., 2012), vitaminas, fitohormonas
(Palacios et al., 2016), entre otros. Dentro de los compuestos reportados a la fecha producidos
por la microalga, se conoce que la bacteria tiene la capacidad de metabolizar &cido

galacturonico, arabinosa y galactosa (Myers y Hubbell 1987, Hartmman et al., 1994).

No obstante, no hay antecedentes del estudio del metabolismo de PHB de Azospirillum
brasilense en interaccion con Chlorella sorokiniana, asi como también son limitados los
estudios que expliquen qué tipo de compuestos exudados por Chlorella sorokiniana, pueden ser
usados como fuente de carbono por Azospirillum brasilense, asi como de qué manera se da su
metabolismo y cudl es su relacién con la sintesis y consumo de PHB. Para resolver parte de
estas incognitas el objetivo del estudio fue evaluar el efecto de las dos microalgas en el
metabolismo de sintesis y catabolismo de PHB y su relacion con el ciclo de Krebs en la bacteria

Azospirillum brasilense Cd.



2. MARCO TEORICO Y ANTECEDENTES.

2.1. Azospirillum brasilense.

Es una de las bacterias de importancia agricola mas estudiadas. Se le clasifica dentro del grupo
de las bacterias promotoras de crecimiento vegetal (PGPB, por sus siglas en inglés). Fue aislada
de pastizales en Brasil (de ahi su nombre) en 1978 por Tarrand y colaboradores. Es de particular
interés debido a que presenta multiples mecanismos por medio de los cuales puede favorecer a
las plantas. La hipétesis aditiva (Bashan y de-Bashan 2010) menciona que algunos de estos
mecanismos pueden operar sinérgicamente generando un efecto positivo en las plantas. Estos
mecanismos pueden variar dependiendo de la especie de planta, la cepa de la bacteria y las
condiciones ambientales. Dentro de los principales mecanismos se encuentran la fijacion de
nitrégeno (Okon et al., 1983), la solubilizacion de fosforo, la mitigacion de diferentes tipos de
estrés ambiental, la produccién de fitohormonas y otros compuestos, tales como auxinas
(Fukami et al., 2017) citoquininas (Tien et al., 1979), giberelinas (Piccoli et al., 1996), etileno
(Strzelczyk et al., 1994), &cido abcisico y acido salicilico (Sahoo et al., 2014), entre otros. Estos
mecanismos promueven el crecimiento vegetal y también ayudan al control directo e indirecto

de fitopatogenos (Bashan y de-Bashan 2002), entre otros beneficios.

Azospirillum brasilense no tiene especificidad con las plantas por lo que puede tener efecto en
diversas especies (Pereg et al., 2016) e inclusive puede interactuar con microalgas (de-Bashan
et al., 2004). Se encuentra clasificada dentro de la subclase alfa de las proteobacterias y la
familia Rhodospirillaceae (Brenner et al., 2005). Las caracteristicas para su identificacion son:
forma de bacilo ligeramente curveado (1um de ancho y 2-3 pum de longitud), el pleomorfismo
y su movilidad en espiral mediada por un flagelo polar, células de tipo gram negativo (Bergey
1974) que pueden presentar cantidades elevadas de poli-B-hidroxibutirato (PHB), hasta 50% del
peso seco celular (Okon e Itzigsohn 1992). La cepa A. brasilense Cd cultivada en placas de
medio mineral OAB (Okon et al., 1977) presenta colonias redondeadas, mucosas y con una
pigmentacion rosada, el paguete celular obtenido por centrifugacién en caldo de cultivo BTB-1

(Bashan et al., 2011) tras 18 horas de incubacion, es rosado.



2.2 Chlorella sorokiniana.

Por su importancia comercial, el género Chlorella es uno de los méas cultivado y estudiado
(Masojidek y Torzillo 2014), se encuentra clasificado dentro de la divisién Chlorophyta y la
familia Trebouxiophyceae (Lizzul et al., 2018). Estas microalgas estan distribuidas en distintos
habitats tales como aguas continentales, aguas marinas (Darienko et al., 2019), ambientes
edaficos o como endosimbiontes (Bock et al., 2011) y crecen bien entre 15 y 40 °C. Son
unicelulares o coloniales con un solo cloroplasto y un pirenoide (Bock et al., 2011), se
reproducen asexualmente por mitosis por medio de autosporas y poseen altas cantidades de
pigmentos fotosintéticos verdes (clorofila a y b). La forma de las células puede ser esférica u
ovoide y presentan pared celular lisa (Lizzul et al., 2018). Las especies de Chlorella son
cultivadas masivamente para la produccion de biocombustibles (Safi et al., 2014), pigmentos
(Ip et al., 2004), proteinas como suplemento alimenticio (Li et al., 2013), bioremediacion (Lim
et al., 2010), entre otras aplicaciones. Este género posee similitudes estructurales y metabolicas
con las plantas superiores, razon por la cual, han sido ampliamente estudiadas como un modelo

para estudiar el aparato fotosintético y la asimilacion de carbono (Masojidek y Torzillo 2014).

Chlorella sorokiniana es una especie termotolerante de 2—-4.5 um de diametro, tiene altas tasas
de crecimiento en condiciones autotroficas, heterotréficas y mixotroficas (Kim et al. 2013),
también puede crecer en ambientes extremos como las aguas residuales (de-Bashan et al., 2004,
Ramanna et al., 2014). Su crecimiento optimo se da en 35-40°C (de-Bashan et al., 2008). La
cepa Chlorella sorokiniana Beijerinck UTEX 2714 es nativa de aguas continentales y fue
aislada de la planta de tratamiento de aguas residuales de Bogota, Colombia, en 1994, desde
entonces ha sido reportada en estudios de ciencia basica (Bashan et al., 2016), aplicaciones
biotecnoldgicas y estudios ambientales y agricolas (Lépez et al., 2013). Aunque la mayoria de
las cepas de C. sorokiniana son termotolerantes esta cepa tiene dificultad para crecer en
temperaturas elevadas y crece Optimamente en condiciones autotroficas a 27+2 °C bajo
agitacion y una intensidad luminica de 60 pmol photon-m-s? (Bashan et al., 2016). Chlorella
sorokiniana Shihhara et Krauss UTEX 2805 fue aislada en 2003 de aguas residuales de la planta
de tratamiento de la ciudad de La Paz, México, en un area con condiciones extremas de desierto,
temperatura y radiacibn muy elevadas. Esta cepa es termotolerante y puede crecer en

temperaturas de hasta 42°C y radiacion de hasta 2500 umol photon- m?2.s? (de-Bashan et al.,



2008). Esta cepa ha sido estudiada principalmente para potenciar la produccion de biomasa por
medio de la fotosintesis (Morita et al., 2000), la bioremediacién de suelos aridos degradados
inmovilizada con Azospirillum brasilense Cd (Trejo et al., 2012, Lépez et al., 2013), entre otras

aplicaciones.

2.3. Estudios de la interaccién Azospirillum brasilense- Chlorella sorokiniana

Debido a que estos microorganismos no se encuentran interactuando de forma natural, la
asociacion se catalogé como modelo de mutualismo sintético (de-Bashan et al., 2011). Este
modelo fue probado inicialmente para el tratamiento terciario residuales, donde se demostrd el
efecto positivo de la bacteria en la remocién de compuestos como amonio, nitrato y fosforo por
parte de la microalga (de-Bashan et al., 2004).

La interaccion ha sido estudiada usando principalmente un medio oligotrofico, llamado Medio
Sintetico de Crecimiento (Synthetic Growth Medium- SGM) sin fuente de carbono disponible,
tanto en cultivos en suspension como mediante la co-inmovilizacion de los dos
microorganismos en esferas de alginato (Gonzalez y Bashan 2000, de-Bashan y Bashan 2008).
Se ha probado el efecto de la bacteria en el metabolismo de la microalga; por ejemplo, el efecto
positivo sobre el ciclo del nitrégeno (Meza et al., 2015), en la produccidn total de carbohidratos
y almidon bajo condiciones autotroficas (Choix et al., 2012a) y heterotroficas (Choix et al.,
2012b), en la produccion de acidos grasos (Leyva et al., 2014), de lipidos, de pigmentos
fotosintéticos (de-Bashan et al., 2002), vitaminas (Palacios et al., 2016), en el transporte de
carbono y nitrégeno (de-Bashan et al., 2016); también se ha estudiado el efecto positivo de
compuestos volatiles producidos por la bacteria (Amavizca et al., 2017), la respuesta de la
interaccion bajo diferentes condiciones de crecimiento (Palacios et al., 2019) y el efecto de
vitaminas producidas en Azospirillum sobre el crecimiento y metabolismo de la microalga

(Lopez et al., 2019), entre otros.

Un primer acercamiento al metabolismo de Azospirillum brasilense Cd durante la interaccion
con C. sorokiniana fue descrito por Palacios y colaboradores (2016) quienes evaluaron el efecto
la tiamina y el tript6fano, compuestos exudados por C. sorokiniana, en la produccion de &cido
indol-3-acético (AlA) de Azospirillum brasilense Cd por medio de PCR en tiempo real, a través

de la expresion del gen ipdC vy la actividad de la enzima tript6fano sintasa. En este estudio, se



concluy6 que el triptéfano y la tiamina liberados por C. sorokiniana son moléculas que A.
brasilense puede utilizar con precursores para sintetizar AlA, el cual que a su vez promueve el

crecimiento de la microalga (fig. 1).

Phycosphere

Azospirillum

Chlorella

Figura 1. Efecto de la produccion acido indol-3-acético durante la interaccion Azospirillum-Chlorella. (Tomado

de http://www.bashanfoundation.org/gmaweb/iprojects.html).

Si bien ya existe informacion util sobre esta interaccion, se requieren aun mas estudios que
muestren el efecto de la microalga sobre la fisiologia de la bacteria y viceversa, para lo cual los
estudios de expresion relativa mediante PCR en tiempo real pueden aportar a el entendimiento

del papel de ciertas enzimas en los procesos metabolicos que ocurren durante la interaccion.

2.4. Fuentes de carbono exudadas por Chlorella spp.

Los carbohidratos pueden constituir una gran fraccion del peso seco en las microalgas. Estos
son sintetizados y almacenados a través de la fotosintesis y otras rutas metabolicas en forma de
polisacaridos como almidon (Choix et al., 2012b) u otros monosacaridos. La composicion de
los carbohidratos exudados puede variar en funcion de la especie y de la cepa de microalga
(Takeda 1988) y pueden indicar el tipo de microorganismo con el que interactuan en un

ambiente especifico y también como se da la interaccion (Kamilova et al., 2006).

Templeton y colaboradores (2012) estudiaron la composicion de carbohidratos exudados por
Chlorella vulgaris y encontraron en mayor proporcion galactosa (27.8%) y glucosa (23.4%),
seguido de &cido galacturdnico (10.2%), manosa (9.7%), ramnosa (9.2%), acido glucurénico

(5.3%), arabinosa (3.4%) junto a otros monosacaridos como Xilosa, ribosa, ficosa vy


http://www.bashanfoundation.org/gmaweb/iprojects.html

glucosamina. Estos resultados contrastan con la composicion de azucares en Chlorella
sorokiniana descrita por primera vez por Watanabe y colaboradores (2006a), donde la sacarosa
fue el carbohidrato mas abundante, seguido del &cido galacturénico y los azucares de alcohol
xilitol y inositol. En este Gltimo estudio también se detectaron galactosa, arabinosa, fructosa,
ramnosa y manosa en menor proporcion. Una sintesis de estos estudios puede verse en la Tabla
1. De las fuentes antes mencionadas se ha reportado que Azospirillum tiene la capacidad de
metabolizar arabinosa (Novick y Tyler, 1982, Watanabe et al., 2006b), acido galacturonico
(Hartmann et al., 1994), galactosa (Hartmann et al., 1994) y fructosa (Goebel y Krieg 1984).

Tabla 1. Estudios de cuantificacion de carbohidratos en Chlorella sp. por cromatografia de intercambio ani6nico
de alto rendimiento con deteccion amperométrica pulsada (HPAEC-PAD) y por cromatografia de alta eficiencia
con deteccion por indice de refraccion (HPLC-RI). (+) Detectado, (-) no detectado. *Reportados como fuentes de

carbono para Azospirillum brasilense.

Instrumento/método | HPAEC- HPAEC- | HPLC-RI
de deteccion PAD PAD
Cepa Chlorella Chlorella | Chlorella
sorokiniana | vulgaris vulgaris

Sacarosa + - -
Acido galacturénico* + + -
Xilitol/xilosa + + +
Glucosa - + +
Inositol + - -
Ribosa + + -
Manosa + + +
Galactosa* + + +
Arabinosa* + + +
Ramnosa + + -
Fructosa* + - -
Fucosa - + -
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Watanabe | Templeton | Templeton
Referencia et al., et al., et al.,
(2006a) (2012) (2012)

2.5. Crecimiento de Azospirillum brasilense Cd en distintas fuentes de carbono.

Azospirilllum brasilense tiene la capacidad de usar un amplio nimero de fuentes de carbono
como sustrato de crecimiento. Puede consumir azlcares, alcoholes, &cidos organicos,
aminodcidos y polimeros como xilano, almidon, celulosa y carboximetil celulosa para crecer
(Hartmman et al., 1994). Al estudiar el crecimiento de la cepa Sp7 en distintas fuentes de
carbono, se demostrd que la bacteria tiene la capacidad de crecer usando algunos componentes
monomericos de los polisacaridos que componen la pared celular de las raices de las plantas
(Myers y Hubbell, 1987).

De la misma manera, Azospirillum brasilense tiene la capacidad de producir, almacenar y
consumir polihidroxibutirato (PHB) (Muller-Santos et al., 2015), compuesto que también es

usado por la bacteria como fuente de carbono, cuando se dan ciertas condiciones.

2.5.1. Metabolismo de B-polihidroxibutirato (PHB) en Azospirillum

brasilense.

El poli D (-) 3-hidroxibutirato (PHB) es un poliéster alifatico producido por algunos
microorganismos. Sirve como un producto de almacenamiento de energia y como fuente de
carbono. EI PHB es relativamente abundante en el medio ambiente y se puede encontrar en
bacterias del suelo, en la microflora estuarina y algas verdiazules, entre otros organismos
(Barham et al., 1984).

Este compuesto es producido y acumulado como polimero de reserva bajo condiciones de
inanicién (Steinblchel y Hein, 2001), cuando hay exceso de nutrientes, una baja concentracion
de oxigeno o una alta relacion carbono/nitrégeno (Tal y Okon 1985, Muller-Santos et al., 2015).
ElI PHB es almacenado en forman de granulos intracelulares con una cubierta proteica (fig. 2).
La cepa Azospirillum brasilense Cd puede acumular PHB en hasta un 75% de su peso seco (Tal

y Okon 1985). Se sabe que el metabolismo de PHB favorece el establecimiento y supervivencia
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de Azospirillum brasilense en ambientes competitivos como la rizosfera y también potencia la

viabilidad celular en inoculantes comerciales (Kadouri et al., 2003, Santos et al., 2017)

Figura 2. Granulos intracelulares de polihidroxibutirato en Azospirillum brasilense. Modificado de Caiola et al.,
2004.

La sintesis de PHB fue inicialmente descrito para Alcaligenes eutrophus donde se describieron
seis enzimas que catalizan el metabolismo de PHB (Slater et al., 1988). Paralelamente, se
describieron las enzimas encargadas de su metabolismo en Azospirillum brasilense (Tal y Okon
1985, Tal et al., 1990a, Tal et al., 1990b). De manera general, el metabolismo se da de la
siguiente manera: el PHB es sintetizado cuando hay un exceso de acetil-CoA, molécula que es
a su vez precursora del ciclo Krebs. Bajo estas condiciones, dos moléculas de acetil-CoA son
convertidas a acetoacetil-CoA a traves de una reaccion de condensacion de Claisen catalizada
por la enzima B-cetolasa (phbA). Posteriormente, el acetoacetil se reduce a D(-)-3-hidroxibutiril-
CoA con catélisis de la enzima acetoacetil-CoA reductasa (phbB). Finalmente, este compuesto
es polimerizado en una reaccion catalizada por la enzima PHB sintasa (phbC) para formar el
poli-B-hidroxibutirato. Cuando la bacteria enfrenta una condicion desfavorable, el PHB
sintetizado puede reconvertirse en acetil- CoA y NAD(P)H. La primera enzima que participa en
este proceso es la PHB depolimerasa (phaZz) catalizando el proceso de degradacién del PHB a
unidades monoméricas de D(-)-3-hidroxibutirato, luego este se oxida a acetoacetato por la
enzima [B-polihidroxibutirato deshidrogenasa (BOHB-DH) con la consecuente reduccion de
NADH. A continuacion, la acetoacetato-succinato-CoA transferasa cataliza la transferencia de

CoA del succinil-CoA hacia el acetoacetato para obtener acetoacetil-CoA. Por ultimo, si la
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bacteria lo requiere, el acetoacil-CoA es convertido a acetil-CoA a través de una escision
tioclastica catalizada la B-cetolasa, produciéndose dos moléculas de este Gltimo, compuesto que
puede ser usado para sostener el crecimiento via ciclo de Krebs.

2.5.2. Metabolismo de carbohidratos en Azospirillum brasilense.

Dependiendo de su estructura quimica, los carbohidratos son inicialmente metabolizados a
través de varias rutas, por ejemplo, la ruta de Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) para el
metabolismo de fructosa y glicerol, la ruta de Entner-Doudoroff (ED) para el metabolismo de
gluconato, la ruta de DelLey Doudoroff (DD) para el metabolismo de galactosa y otras rutas
alternativas para el metabolismo de arabinosa (ruta de L-arabinosa) y de acido galacturénico
(ruta isomerasa). Estas rutas requieren una serie de pasos que demandan energia para producir
precursores de otras rutas, tales como el piruvato el cual se oxida para formar acetil-CoA, el
principal precursor ciclo de Krebs. En consecuencia, si bien Azospirillum tienen la capacidad de
metabolizar distintos carbohidratos, se ha comprobado que su crecimiento se da mejor cuando
usa acidos organicos como fuente de carbono, ya que estos no requieren rutas previas de sintesis
y pueden entrar directamente a el ciclo de Krebs y otras rutas. Se ha comprobado un buen
crecimiento y un aumento en la capacidad para fijar nitrégeno (Novik y Tyler 1982) cuando la
bacteria crece en acidos organicos como succinato, piruvato (Papen y Werner, 1982), malato
(Cassan et al., 2008), fumarato y lactato (Hartmann et al., 1994). Por otro lado, se ha verificado
la dificultad para crecer en otros carbohidratos debido a que no posee las enzimas para degradar
glucosa (Tarrand et al., 1978), asi también crece con dificultad en ribosa, manosa, sorbosa
(Martinez-Drets et al., 1984) y en algunos disacaridos como la sacarosa (Sahoo et al., 2014).
Sin embargo, es capaz de metabolizar gluconato (Westby et al., 1983), fructosa (Goebel y Krieg
1984, Mukherjee y Ghosh 1987, Brenholtz et al., 2017), galactosa (Van Dommelen et al., 1997,
Van Bastelaere et al., 1999), arabinosa (Novick y Tyler 1982, Watanabe et al. ,2006b) y acido

galacturonico (Hartmann et al., 1994), entre otros carbohidratos.

Parte del metabolismo de fuentes de carbono se da a través del ciclo de Krebs, cuya funcion es
la produccion de energia en forma de poder reductor (NADH y FADH) y precursores
metabolicos. Wetbsy y colaboradores (1983) describieron todas las enzimas implicadas en ciclo

de Krebs presentes en Azospirillum brasilense. Una de estas, la enzima malato deshidrogenasa
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(mdh) cataliza la oxidacion (NAD(P)*/NAD(P)H dependiente) de malato a oxaloacetato. La
expresion del gen que codifica para esta enzima fue comprobada en Azospirillum brasilense
creciendo en malato como fuente de carbono (Carrasco-Espinoza et al., 2015), su actividad

puede sugerir un ciclo de Krebs activo.

La posible relacion del ciclo de PHB con el ciclo de Krebs se puede observar en la figura 3. La
enzima B-cetolasa es clave debido a que esta se encarga de dos reacciones: 1- bajo condiciones
de estrés la bacteria puede convertir a los PHB almacenados en acetil-CoA a través de una
escision tioclastica del acetoacil-CoA y 2- cuando hay exceso de nutrientes disponibles para la
bacteria el acetil-CoA producido en exceso se convierte en acetoacetil-CoA a través de la
condensacion de dos moléculas de acetil-CoA mediada por la misma enzima.
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Figura 3. Metabolismo de carbohidratos y polihidroxibutirato en Azospirillum brasilense. Ruta de Embder
Meyenorf Parnas (EMP), ruta de Embder Doudoroff (ED), ruta de Deley Doudoroff (DD), ruta isomerasa (RI), ruta
L-arabinosa (RA) (Elaboracion propia).
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2.5.3. Metabolismo de acido galacturonico en Azospirillum.

Las pectinas son polimeros naturales que se encuentran en la pared celular de las células
vegetales. Uno de los componentes principales de las pectinas son los monémeros de &cido D-
galacturénico. El &cido galacturénico es un residuo de azucar principal de los polisacéaridos
pépticos de plantas (Mohnen 2002). EI metabolismo de esta fuente no ha sido evaluado a
profundidad en Azospirillum brasilense; sin embargo, se ha descrito que la cepa Sp245 posee
las 5 enzimas de la ruta ‘‘isomerasa’’, previamente reportada para E. coli. En esta via se produce
piruvato y D-gliceraldehido-3P (fig. 4). El acido galacturdnico es uno de los compuestos mas
comunes en la pared celular de las plantas y puede ser una fuente importante para la interaccion

Azospirillum con las raices de las plantas.
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isomerase | reductase dehydratase | D-gluconate kinase | aldolase CH
HO—C—# HO-C—H > HCOH e CH <« » CH, Pyruvate
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Figura 4. Ruta de sintesis de &cido galacturénico en E.coli (Richard y Hilditch, 2009).
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3. JUSTIFICACION.

El modelo de interaccion Azospirillum-Chlorella ha sido util para el entendimiento de la relacion
que establecen las bacterias con las plantas superiores. En la actualidad, a pesar de que se ha
avanzado considerablemente en el entendimiento de esta relacion y se ha evaluado el
intercambio de algunos metabolitos entre las dos especies, las investigaciones contintan con el
fin de entender todos los factores que sostienen la interaccion. Un mecanismo que ha sido
estudiado en Azospirillum con relacién a las plantas superiores, es el metabolismo de poli-p-
hidroxibutirato, el cual se sabe cumple un papel importante en la interaccién con las plantas
superiores favoreciendo la supervivencia y competencia de la bacteria en la rizosfera, aln bajo
condiciones de estrés. Por esta razon, este trabajo pretende aportar conocimiento para entender
el papel del PHB y su relacion con el ciclo de Krebs durante la interaccion con la microalga, ya
que la sintesis y uso de este compuesto podria ser fundamental para sostener la relacion

mutualista sintética entre los dos microorganismos.
4, PREGUNTA DE LA INVESTIGACION:

¢Cual es el efecto de dos cepas de Chlorella sorokiniana en el metabolismo de sintesis y
catabolismo de PHB y su interaccion con el ciclo de Krebs en la bacteria Azospirillum brasilense
Cd?

5. HIPOTESIS:

El metabolismo de PHB en Azospirillum brasilense Cd es un proceso importante para sostener
la interaccion con las dos cepas Chlorella sorokiniana. Las fuentes de carbono exudadas por la
microalga favoreceran la sintesis y catabolismo de PHB, rutas que estan relacionadas con el

metabolismo de carbohidratos a través del ciclo de Krebs.
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6. OBJETIVOS.

Objetivo general:

Evaluar el efecto de dos cepas Chlorella sorokiniana en el metabolismo de PHB en la bacteria
Azospirillum brasilense Cd.

Objetivos especificos:

1-Caracterizar los exudados de dos cepas de Chlorella sorokiniana por medio de HPLC para

obtener un perfil de carbohidratos presentes.

2-Analizar el crecimiento de Azospirillum brasilense en interaccion con Chlorella sorokiniana

bajo diferentes condiciones de crecimiento.

3-Comparar dos modelos de pre-procesamiento de datos para el analisis de la eficiencia de la

reaccion de PCR en tiempo real.

4-Analizar la expresion relativa de dos genes involucrados en el metabolismo de PHB (phbC y
phaZ) y el ciclo de krebs (mdh) en Azospirillum brasilense Cd durante la interaccién con

Chlorella sorokiniana.
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7. MATERIALES Y METODOS.

7.1. Microrganismos y condiciones de cultivo

Las dos cepas de la microalga Chlorella sorokiniana fueron obtenidas de la coleccion de algas
de la Universidad de Texas (UTEX 2714, UTEX 2805, University of Texas, Austin, TX). Las
microalgas se cultivaron en medio mineral (C30) bajo condiciones autotroficas a 2742 °C a 125
rpm con una intensidad de luz de 60 pmol fotones m 2s ~* durante 7 dias. La composicion del
medio fue (en g.L™%): KNO3 (25), MgSOa-7H,0 (10), KH2PO4 (4), KoHPO4 (1), FeSO4-7H,0
(1) y(enug.L™!) H3BO3 (2.86), MnCl,-4H20 (1.81), ZnSO4-7H,0 (0.11), CuSOs- 5H,0 (0.09),
y NaMoO; (0.021).

La bacteria Azospirillum brasilense Cd (DSM 1843; Leibniz-Institut DMSZ, Braunschweig,
Germany) se reactivé en medio BTB-2 (Bashan et al., 2011) él cual se compone de (eng L™):
NaCl (1.2), MgS04-7H20 (0.25), K:HPO4 (0.13), CaCl, (0.22), K2SOs (0.17), NH4CI (1),
Na>S0s (2.4), NaHCO3 (0.5), Na2CO3 (0.09), Fe-EDTA (0.07), triptona (5), extracto de levadura
(5) y gluconato de sodio (5) . El pH se ajusto a 7 con KOH, y la bacteria se incub6 a 30 °C y
120 rpm durante 18 h.

7.2. Caracterizacion de carbohidratos en exudados de Chlorella sorokiniana por

Cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC)

Después de cultivar las dos cepas de microalga por 7 dias en medio C30, 10 mL de cada cultivo
se transfirieron a tres matraces de 250 mL con 90 mL de medio residual sintético (SGM) el cual
contenia (mg. L) NaCl (7), CaCl. (4), MgSO4-7H,0 (2), K;HPO4 (217), KH2PO4 (8.5),
Naz;HPO4 (33.4) y NH4ClI (191) donde se dejaron incubando durante 72 horas a 27+2 °C, 125
rpm y una intensidad de luz de 60 pmol fotones m 2s 1. Pasado este tiempo, los cultivos se
filtraron en un matraz kitasato con una bomba de vacio a 80psi y un filtro de porosidad 0.22um
y didmetro de 47mm (Whatman®). Posteriormente, los exudados se transfirieron a frascos de
vidrio, previamente lavados y descontaminados con etanol y acetona, se congelaron a -80°C
durante 24 horas y se liofilizaron para su posterior analisis. Para la deteccion, las muestras
fueron re suspendidas en agua grado HPLC y se inyectaron en el equipo de HPLC Agilent 1260
(Agilent Technologies, USA). Se usaron 7 estandares previamente seleccionados por

bibliografia (Watanabe et al., 2006, Templeton et al., 2012): glucosa, fructosa, acido malico,
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acido galacturdnico, galactosa, arabinosa y acido lactico (Sigma®). EI HPLC se equip6 con una
columna de fase reversa Aminex® HPX-87C (Bio-rad) y las muestras se evaluaron de acuerdo
con el método descrito por Tarczynski et al., (1992) de la siguiente manera: tiempo de cada
corrida 20 minutos, deteccion por indice de refraccion, condicion isocratica, fase mévil agua
grado HPLC, inyeccion de 20uL, temperatura de columna de 85°C, flujo de 0.6ml/min y presion
de 279psi (20kg/cm®). Los cromatogramas resultantes se analizaron por medio del software
Agilent ChemStation (fig. 5).

Este analisis se llevd a cabo antes de establecer los tratamientos. De acuerdo con los estandares
usados, se detect6 un solo pico que correspondia al tiempo de retencién mostrado por el estandar
de &cido galacturdnico (fig. 6, tabla 2). No se observaron diferencias en la composicién de los
exudados de las dos cepas, pues las dos presentaron el mismo pico en concentracion similar. La
concentracion de &cido galacturonico detectada fue de 0.1mg mL. Teniendo en cuenta este

resultado, se plante6 afadir el tratamiento SGM + acido galacturonico.
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Tabla 2. Tiempos de retencién detectados por el método por medio de HPLC-IR y el método de Tarczynski et al.,
1992. No detectado (ND).

Tiempo de retencion (minutos)
Estandares Sin muestra C. sorokiniana 2714 | C. sorokiniana 2805
Acido galacturonico 6.77 6.54 6.51
Acido malico 7.97 ND ND
Acido lactico 8.33 ND ND
Arabinosa 12.98 ND ND
Galactosa 11.08 ND ND
Fructosa 13.06 ND ND
Glucosa 9.75 ND ND

7.3. Interaccion Azospirillum-Chlorella en cultivo en suspension. Condiciones

experimentales

Azospirillum brasilense Cd se reactivd en matraces de 125 mL con 50 mL de medio BTB-2
liquido y se dejo creciendo durante 18 horas a 120rpm y 30°C; posteriormente el cultivo se
centrifugd a 6000 x g por 6 minutos y se realizaron dos lavados con solucién salina 0,85% (P/V).
El cultivo lavado se ajusto a una densidad Optica de 1 a 540nm (~1x10° UFC-mL™) (Bashan et
al., 2011). La bacteria se inoculd en matraces de 250 mL, teniendo como base el medio sintético
de crecimiento (SGM), de la siguiente manera: Control (10 mL bacteria: 90 mL SGM), 1-
exudados de C. sorokiniana 2714 (10 mL bacteria: 90 mL exudados), 2- exudados C.
sorokiniana 2805 (10 mL bacteria: 90 mL exudados), 3- co-cultivo C. sorokiniana 2714 (10 mL
bacteria: 10 mL microalga: 80 mL SGM), 4- co-cultivo C. sorokiniana 2805 (10 mL bacteria:
10 mL microalga: 80 mL SGM) y 5- SGM + 4cido galacturénico (10 mL bacteria: 90 mL SGM
+ &cido galacturdnico). Los exudados de las microalgas se tomaron después de 72 horas de
crecimiento usando el método mencionado anteriormente y los cultivos fueron tomados después
de su cultivo en medio C30 por 7 dias. Los tratamientos se dejaron incubando durante 24h a
27+2 °C, 125 rpm y una intensidad de luz de 60 umol fotones m2s 1. Los conteos poblaciones
se realizaron en las horas 0, 6, 12, 18 y 24 de incubacién, y se tomaron muestras para analisis

de expresion de genes en las horas 0, 12 y 24 de incubacion.

22



7.4. Conteos poblaciones de Azospirillum bajo los tratamientos evaluados.

Los conteos se hicieron siguiendo el método de diacetato de fluoresceina (FDA) modificado
(Chrzanowski et al., 1984). Se realizaron diluciones seriadas 1:10, y muestras de 1 ml se
centrifugaron a 10500 * g durante 2 minutos, el botdn celular se resuspendié en 250 pL de la
solucion de trabajo compuesta de diacetato de fluoresceina (20mg de FDA en 10ml de acetona
a 4°C) y buffer de fosfatos (KH2PO4 y K2HPO4) en relacion 1:10 FDA/Buffer de fosfatos. La
solucion se mezcld con ayuda de un virtex y se dejé reposar durante 2 minutos. Pasado esto, la
mezcla se centrifugé a 10500 * g por 2 minutos, se decantd la solucién de trabajo y el botdn
celular se resuspendié en 500 pL de buffer de fosfato. La solucién se mezcl6 con el vortex y se
tomaron muestras de 20uL para agregarlas a un portaobjetos, el cual se cubrié con un
cubreobjetos para realizar el conteo en el microscopio Optico de fluorescencia
(OLYMPUSBX41) a magnificacion de 100x con aceite de inmersion para fluorescencia. La
fluorescencia se detectd en filtro verde (FITC), un rango de excitacion de luz de 460nm-490nm
y un maximo de emision de luz 5201F. La cuantificacion de las células (células-mL™) se realizo
registrando el promedio del conteo de células fluorescentes en 10 campos multiplicado por la

constante: 12733.39 y el factor de dilucién.
7.5. Analisis de expresion de genes por medio de PCR en tiempo real.
7.5.1. Disefio de primers:

Se evaluaron los genes que codifican para las enzimas malato deshidrogenasa (mdh),
polihidroxibutirato sintasa (phbC) y polihidroxibutirato depolimerasa (phaZ), como gen de
referencia se utilizo el gen recA, previamente validado como normalizador para el analisis de
expresion relativa en Azospirillum brasilense (Pereg et al., 2016). Dado que el genoma de la
cepa A. brasilense Cd no se ha descrito en su totalidad, algunos primers se disefiaron (por medio
del software libre “Primer3”’) usando las secuencias disponibles dentro de los genomas de dos
especies cercanamente relacionadas, A. brasilense Sp245 y A. brasilense Sp7 y otros fueron

retomados de trabajos previamente publicados (Tabla 3).

Para este estudio se disefiaron los primers para los genes phbC y phaZ usando la herramienta en

linea https://www.idtDNA.com/Primerquest/Home/Index, tomando como referencia las
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siguientes condiciones reportadas para Azospirillum brasilense (Pereg et al., 2016): 18-25 bases,

temperatura melting primer: 58-60°C, Tm entre uno y otro: 4C, proporcion GC entre 40-60%.

Tabla 3. Primers para corrida de PCR en tiempo real

Gen Forward primer (5'- 3") Reverse primer (5'- 3°) Referencia
mdh AGATGGCCGAGTCCTACCTG GATCTTCTCGACGCCACCG Carrasco-Espinoza

et al., 2015

phbC AGCTTCTACCTGCGCAACAT AAGAAGGACGGGGTCTTCAC Este estudio

phaz GGTTATGACGAAAGCCGTGT GAACCAGAGGCAAAATGCTC Este estudio
recA GTCGAACTGCCTGGTGAT GACGGAGGCGTAGAACTT Pereg et al., 2016

7.5.2. Andlisis de expresion relativa:

A las 0, 12 y 24 horas de incubacion se tomaron 10 mL de cultivo de cada matraz y se
centrifugaron en tubos de rosca de 50 mL a 5000 x g por 10 min; posteriormente se extrajo el
ARN ribosomal de las muestras de acuerdo con las indicaciones del método de Trizol® (Thermo
Fisher, USA). El ARN se visualizé en un fotodocumentador en un gel de agarosa 1,2% (100 V,
60min), usando como referencia una escalera de peso molecular 100bp (ADN ladder,
Invitrogen, Life technologies, USA), adicionando 2 pL de muestra 'y 2 pL de SYBR GOLD
(Anexo 2). EI ARN se cuantifico usando un NanoDrop ND-1000 (Thermo Fisher, USA) (Anexo
2). La sintesis de CADN se llevo a cabo siguiendo las instrucciones del Kit Promega®. Luego
al CADN se le aplico el kit TB Green® Premix Ex Taq™ II (Tli ARNseH Plus): volumen total
(20uL): cebador derecho (10uM) 0.8 pL, cebador izquierdo (10 uM) 0.8 L, tinte de referencia
ROX (50x) 0.08 pL, templado (50ng.reaccion™) 2 L, agua purificada estéril (6.32 pL). El
experimento de PCR se realiz6 por triplicado usando controles sin templado para cada primer y
el gen referencia recA (Pereg et al., 2016) bajo las siguientes condiciones (Palacios et al., 2016):
equipo Applied Biosystems 7500 software 7500 FAST (Applied Biosystems, USA): 95°C por
1 min; 95°C por 10 s; 58°C por 15's; 72°C por 20 s (40 ciclos); 72°C por 5 min. Para determinar
la expresion relativa se usé como como control la bacteria creciendo medio SGM. La expresion

relativa se calculd mediante el método de 2 22T (ecuaciones 1-4) (Livak y Schmittgen 2001).
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Ecuacion 1. ACT = CT(genT)' CT(genreﬂ')

Ecuacion 2. ACT; = CT(genC)' CT(genrefC)
Ecuacion 3. AACT = ACT1- ACT?
Ecuacion 4. Expresion relativa: 2 “24¢T

Doénde:

-CTgenmy = Ciclo umbral gen 1 0 gen 2 o gen 3 en el tratamiento nl...n5
-CT genrerr) = Ciclo umbral gen de referencia en el tratamientonl...n5
-CTgenc) = Ciclo umbral gen 1 0 gen 2 o gen 3 en el tratamiento control SGM

-CT genrefcy = Ciclo umbral gen de referencia en el tratamiento control SGM.

7.5.3. Comparacion de modelos para determinar la eficiencia de la reaccion
de PCR en tiempo real.

El método de 2 2T asume que la eficiencia de la reaccion del gen de referencia es igual a la
eficiencia del gen de interés (Livak y Schmittgen 2001), mismas que ademas deben ser mayores
al 90%. Se verifico esta premisa y ademas se compararon dos modelos de preprocesamiento de
datos de acuerdo con el método propuesto por Chen y Huang (2015). Para estimar la eficiencia
de la reaccion se debe graficar el log de la concentracion del ADN contra el ciclo. El primer
modelo ‘‘Background’’ ajusta los datos tomando cada uno y restandole el promedio de los tres
primeros valores de la concentracion de ADN (fluorescencia basal). EI segundo modelo

““Taking difference’” tomando cada dato y le resta el valor del ciclo inmediatamente anterior.
(fig. 7).

Para determinar la eficiencia de la reaccion de la PCR en tiempo real se debe graficar el valor
del log de la concentracion del ADN contra su respectivo ciclo de reaccion. Los dos modelos
hacen un ajuste previo a generar la ecuacion de la gréfica, el primero donde a cada dato del log
de la concentracion de ADN (log [ADN]) se le rest6 el valor de la fluorescencia basal (valor
promedio de los tres primeros ciclos) y el segundo en el cual se resto el valor del log [ADN] del
ciclo (CT+1) menos el valor del ciclo anterior (CT). Posteriormente, se determiné la pendiente
de la recta al graficar el log [ADN] contra el ciclo de reaccién tomando 7 puntos a partir del

valor del CT obtenido en la PCR en tiempo real. Luego, el valor de la pendiente (m) obtenida
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se us6 como exponente en base diez: 10™. Finalmente a el valor obtenido se le resto 1 y se
multiplico por 100 para obtener la eficiencia de la reaccion. Los criterios para la comparacion
de los modelos fueron: la significancia de la regresion, la eficiencia de la reaccion vy el
coeficiente r2.

Modelos pre-procesamiento de datos

Zy=log (yy - o) Zx=log (Yg +1- Vi)
B = (F . Xo) B, = (F . Xo)(E-1)
Bi=log E B,=log E
ZK: BO + Blk
E =¢eB!

Figura 7. Modelos de preprocesamiento de datos para el calculo de la eficiencia de reaccién de PCR en tiempo

real.

Donde:

Y= Intensidad de la fluorescencia en el ciclo Ki....Kao

Ye = Intensidad de la fluorescencia basal (background)

Yk+1 —Yk= Intensidad de la fluorescencia tomando la diferencia (taking the difference)

Z= Estimacion de la fluorescencia para cada modelo.

F= Factor de conversion entre el nimero de moléculas target y la intensidad de la fluorescencia

Bo= Coeficiente de regresion (background 0 taking the difference)
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B1= Pendiente de la recta (background 6 taking the difference)
Xo= Cantidad inicial de ADN

E=Eficiencia de la reaccion

7.6. Disefio experimental.

Se evaluaron los tratamientos mencionados anteriormente de la siguiente manera: cada
tratamiento consistio en tres replicas experimentales. Se usaron como unidades experimentales
matraces de 250 mL con 90 mL de medio y como unidad muestral la bacteria creciendo en los
distintos medios de cultivo. Las unidades se distribuyeron usando un disefio completamente al
azar (Figura 6). El experimento tuvo una duracion de 24 horas y una repeticion. Las variables
respuesta fueron el crecimiento bacteriano y la expresion de genes. Para la primera, se tomaron
muestras en las horas 0, 6, 12, 18 y 24 y para la segunda en las horas 0, 12 y 24. Debido a la
heterogeneidad de los tratamientos, el anélisis de datos se llevé a cabo por medio de un analisis
de varianza con contrastes ortogonales y un post-hoc de Duncan con una confianza del 95% en

el software SAS®. Los contrastes evaluados fueron:

1- Sin microalga vs con microalga: compara el tratamiento control y el tratamiento 5
(SGM+ acido galacturonico) contra los tratamientos donde hay exudados o microalga

(tratamientos 1, 2, 3y 4)

2 - Exudados vs co-cultivo: compara los tratamientos con exudados (tratamiento 1 y 2)

contra los tratamientos con co-cultivo (tratamiento 3y 4).
3- Cepas dentro de exudados: compara al tratamiento 1 contra el tratamiento 2.
4- Cepas dentro de co-cultivo: compara al tratamiento 3 contra el tratamiento 4.

5- Control vs &cido galacturénico: compara al tratamiento control contra el tratamiento 5.
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Figura 8. Disefio experimental. Interaccion mutualista sintética Azospirillum-Chlorella.
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8. RESULTADOS:

8.1. Crecimiento de Azospirillum brasilense Cd en distintas fuentes

El crecimiento de la bacteria fue significativamente mayor en los tratamientos que contenian
exudados de microalga (tratamientos 1 y 2) y microalga (tratamientos 3 y 4), en contraste con
el tratamiento control y el medio suplementado con &cido galacturdnico (tratamiento 5). Estas
diferencias se observaron en todos los tiempos de crecimiento, siendo mas significativas en los
tiempos 18 y 24 horas (p<0.01). Al contrastar el crecimiento en exudados contra el crecimiento
en co-cultivo se evidenciaron diferencias altamente significativas Unicamente a las 24 horas de
crecimiento (p<0.01). Sin embargo, no se observaron diferencias significativas en ningun
tiempo de crecimiento tanto entre cepas dentro de exudados como entre cepas dentro de co-
cultivo. Por altimo, no se observaron diferencias significativas entre el tratamiento control y el

tratamiento suplementado con acido galacturonico (Tabla 4, anexo 2).

Tabla 4. Resultados de analisis de varianza con contrastes ortogonales para cada tiempo de crecimiento.
Significancia p<0.05 (*) y p<0.01(**).

CRECIMIENTO BACTERIA (log cel-mL™ x 1017)
Contrastes 6 horas 12 horas 18 horas 24 horas
Con microalga y exudados | 226+ | 254+ | 237+ | 272+ | 252+ | 311+ | 259+ | 351+
Vs sin microalga 1.05* | 1.05* | 1.04* | 1.08* 1.03** 1.07** 1.06** 1.04**
Exudados vs co-cultivo 2,57+ | 251+ | 2,84+ | 2,61+ 3,18+ 3,05+ 3,81+ 3,24+
1.06 1.04 1.08 1.08 1.05 1.08 1.03** 1.04**
Cepas dentro exudados 2,55+ | 2,60+ | 2,87+ | 2,81% 3,17+ 3,20+ 3,69+ 3,92+
1.09 1.03 1.05 1.11 1.06 1.04 1.03 1.03
Cepas dentro co-cultivo 2,48+ | 2,55+ | 2,55+ | 2,66+ 3,07+ 3,02+ 3,32+ 3,17+
1.03 1.05 1.05 111 11 1.06 1.05 1.04
Control vs Acido 221+ | 231% | 237+ | 238 | 246x | 258+ | 253 | 2,66+
galacturénico 1.03 1.07 1.04 1.04 1.03 1.04 1.05 1.06
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Figura 9. Crecimiento Azospirillum brasilense Cd en distintos medios de cultivo. Letras mindsculas diferentes

indican diferencias entre tratamientos medidas por medio del ANOVA vy la prueba post-hoc de Duncan (0=0.05).

8.2. Comparacion de modelos de preprocesamiento de datos para el calculo de la

eficiencia de la reaccion de PCR en tiempo real.

Se comprob6 que el mejor modelo de procesamiento de datos para estimar la eficiencia de la
reaccion post-corrida es el modelo ‘‘Background’’, el cual ajusta los datos de cada reaccion
restandole el valor de la fluorescencia basal. La regresion fue significativa para todos los
modelos, exceptuando en los valores del gen de referencia para el tratamiento 2 tanto a las 12
horas como a las 24 horas de crecimiento. El segundo modelo ‘‘Taking the difference’’ no fue
un buen estimador de la eficiencia pues se observaron valores menores tanto en el coeficiente r?
como en el porcentaje de la eficiencia de la reaccion (tabla 5). Se detectd que el valor de la
eficiencia de la reaccion para el gen de referencia recA en el tratamiento 2 fue muy baja, ademas
de que no fue significativa en ninguno de los dos modelos. Esto quiere decir que los resultados
de la expresion de genes en el tratamiento 2 (exudados de Chlorella sorokiniana 2805) no fueron

tomados en cuenta para su analisis.
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Tabla 5. Eficiencia de la reaccién

significancia de la regresion r?, abajo:

calculada para los dos modelos de preprocesamiento de datos.

eficiencia de la reaccion (%). Regresion no significativa (*).

Arriba:

Modelo 1 (tomando Modelo 2 (tomando
Tiempo Tratamiento fluorescencia basal) diferencia)

(horas) recA phbC phaz mdh recA phbC phaz mdh
0.99 0.97 0.99 0.99 0.89 0.78 0.94 0.90
Control 84% 90% 93% 87% 68% 65% 78% 82%
0,99 0.99 0.99 0,97 0.73 0.95 0.77 0.79
1 86% 90% 103% | 81.6% | 72% 29% 81% 70%
0.50% 0,99 0.97 0.98 0.60~ | 0.95 0.97 0.76
2 30% 98% 117% | 104% | 35% 75% 55% 82%
12 0.97 0.98 0,99 0,99 0.82 0.72 0.75 0.97
3 85% 90% 90% 91% 85% 71% 69% 70%
0.98 0.99 0.98 0.98 0.55 0.87 0.94 0.65
4 94% 102% | 81% 98% 88% 78% 60% 96%
0.99 0.97 0.97 0,98 0.83 0.98 0.64 0.86
5 98% 86% 102% | 91% 29% 7% 88% 90%
0.96 0.90 0.98 0.95 0.92 0.88 0.78 0.97
Control 98% 94% 99% 97% 70% 95% 75% 92%
0,97 0.83 0.99 0,97 0.81 0.91 0.75 0.89
1 96% 95% 103% | 92% 55% 79% 75% 60%
0.59% 0,96 0.99 0.97 0.43* | 0.90 0.92 0.86
24 2 12% 91% 99% 95% 15% 7% 90% 78%
0.99 0.98 0,99 0,98 0.75 0.7 0.7 0.98
3 97% 102% | 93% 89% 55% 81% 60% 32%
0.99 0.98 0.97 0.95 0.77 0.83 0.97 0.75
4 104% 97% 90% 89% 88% 29% 60% 42%
0.91 0.94 0.99 0,97 0.83 0.87 0.77 0.91
5 88% 91% 99% 97% 79% 65% 78% 59%

31



8.3. Analisis de expresion relativa mediante PCR en tiempo real y correlacion en la

expresion de genes

A las 24 horas de crecimiento en el tratamiento exudados de C. sorokiniana 2714 y en el medio
suplementado con acido galacturénico el gen mdh (malato deshidrogenasa) se sobreexpreso. Asi
mismo, se observé que en los demas tratamientos hubo una tendencia al aumento de la expresion
de este gen a medida que el tiempo de crecimiento aumentaba (fig. 10a). Algo similar ocurrio
con el gen phbC, en el cual se observo sobreexpresion en los exudados de C. sorokiniana 2714
a las 24 horas, pero también, la tendencia a aumentar su expresion en el tiempo en los demas
tratamientos (fig. 10b). Esta tendencia se mantuvo en la expresion del gen phaZ donde se
evidencio la sobreexpresion de este gen en todos los tratamientos a las 24 horas (fig 10c).
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Figura 10. Expresién relativa con respecto al tratamiento control (SGM) de los genes mdh (a), phaz (b) y phbC
(c) en los distintos tratamientos en dos tiempos de crecimiento (12 y 24 horas).

Debido a que se observé una tendencia similar en la expresion de los tres genes, se realizé un
analisis de correlacion entre los valores de expresion reportados para cada gen
independientemente de los tratamientos (tabla 6). A las 12 horas de crecimiento, se encontrd
que la expresion de los genes mdh y phaZ esta correlacionada significativamente (p<0.05). A

las 24 horas hubo correlacion significativa entre la expresion de los tres genes, resaltando que
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los valores de correlacion fueron altamente significativos entre el gen phbC y el gen phaz

(p<0.01).

Tabla 6. Matriz de correlacion de la expresion relativa de los genes a las 12 y 24 horas. Se muestra el valor del

coeficiente de correlacion de Spearman y la significancia de la correlacion *(p<0.05) y **(p<0.01).

12 horas ‘
mdh phaz phbC

mdh 0.902 (p=0.036%) 0.805 (p=0.1)
phaz 0.902 (p=0.036%) 0.823 (p=0.087)
phbC 0.805 (p=0.1) 0.823 (p=0.087)

24 horas
phbC 0.987 (p=0.002**) | 0.946 (p=0.015%)
phaz 0.987 (p=0.002**) 0.943 (p=0.016%*)
mdh 0.946 (p=0.015*) | 0.943 (p=0.016%)
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9. DISCUSION:

9.1. Crecimiento de Azospirillum brasilense Cd en interaccion con Chlorella sorokiniana

Azospirillum brasilense puede usar una gran variedad de fuentes de carbono para su crecimiento;
esta caracteristica le permite establecer simbiosis mutualistas con diversas especies de plantas
(Pereg et al., 2016). A pesar de que la mayoria de los estudios se han enfocado en el efecto de
la bacteria sobre el crecimiento de plantas a través de la raiz, cabe subrayar que la bacteria puede
establecer relaciones simbi6ticas con organismos con los cuales no interactda de manera natural
y que no poseen sistema radical tal como la microalga Chlorella sorokiniana (de-Bashan et al.,
2004). Para evaluar este mutualismo, se ha usado el medio sintético mineral de crecimiento
(SGM), el cual no tiene fuente de carbono disponible, con el fin de garantizar que la simbiosis
se sostenga por el intercambio de metabolitos entre los dos microorganismos y no por los
componentes del medio (de Bashan et al., 2011, Palacios et al., 2019). Como se observo en este
estudio, la bacteria crecié mejor en co-cultivo con la microalga o en medio suplementado con
exudados de la microalga, en contraste con el crecimiento en medio sin suplementar o
suplementado con &cido galacturdnico; estas diferencias se hicieron significativamente (p<0.01)

mayores despues de las 18 horas de crecimiento.

Bajo las condiciones probadas es posible que la bacteria haya tenido la capacidad de usar
efectivamente fuentes derivadas de la microalga para su crecimiento de manera similar a como
lo hace con las raices de las plantas superiores. Los resultados de este estudio concuerdan con
estudios preliminares donde se observd un crecimiento mayor de la bacteria cultivada en los
exudados de la microalga C. sorokiniana 2714 (Palacios et al., 2016) 6 en co-cultivos (Perez-
Garcia et al., 2010, de-Bashan et al., 2011, Palacios et al., 2019), en comparacion con el medio

SGM sin suplementar.

Por otra parte, se observo que los tratamientos con exudados tuvieron un crecimiento mayor que
los tratamientos en co-cultivo a las 24 horas de crecimiento. Lo anterior, podria explicarse por
la eventual competencia de recursos que supone el crecimiento simultaneo de dos
microorganismos en un mismo medio, que, si bien puede ser benéfico, puede tender a regularse
en funcidn de otros factores como la capacidad de carga, la disponibilidad de nuevos nutrientes
y el tiempo (Goelzer y Fromion 2010). También, cabe resaltar que a pesar de que se detectd

acido galacturdnico en los exudados de la microalga, compuesto previamente reportado como
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abundante en los exudados de Chlorella sorokiniana (Watanabe et al., 2006, Templeton et al.,
2012) la bacteria no tuvo un buen crecimiento en el medio suplementado con este compuesto;
una explicacién puede ser que la sintesis de acido galacturdnico como Unica fuente, puede
producir piruvato con una menor eficiencia pues en su degradacion también produce
gliceraldehido-3P (Richard y Hilditch, 2009), precursor de otras rutas. Por otra parte, en los
tratamientos con microalga o sus exudados, la bacteria pudo haber metabolizado ademas de
acido galacturénico otras fuentes carbono que pudieron producir piruvato y poder reductor de
forma mas eficiente; sin embargo, estas fuentes no pudieron ser detectadas mediante la técnica
de HPLC-IR. En la actualidad, para dilucidar con exactitud que otras fuentes derivadas de la
microalga podria usar la bacteria, se estdn probando otros métodos como la espectrofotometria

nuclear resonancia magnética (comunicacion personal E.A. Amavizca).

9.2. Importancia de la eficiencia de la reaccion para validar los resultados de PCR en

tiempo real

De acuerdo con los parametros de comparacion seleccionados, el modelo de preprocesamiento
de datos ‘‘Background’’ fue el que mejor estimo la eficiencia de la reaccion de PCR en tiempo
real. Este procedimiento fue de gran importancia para el analisis de la expresion de genes puesto
que, tras la validacion de la eficiencia de la reaccion post-corrida, se determind que los
resultados de la expresion de los genes evaluados en el tratamiento 2 (exudados de Chlorella
sorokiniana 2805) no eran fiables pues los parametros evaluados en el gen de referencia recA
para ese tratamiento estuvieron por fuera de los valores esperados. En el analisis de expresion
génica mediante cuantificacion relativa, la expresion de genes se normaliza en funcion de un
gen de referencia (Livak y Schmittgen 2001); sin embargo, como se pudo constatar, aunque la
eficiencia de cada gen en este tratamiento estuvo dentro de los parametros, no fue asi para el
gen de referencia en el tratamiento 2. El método de 2 24°T (Livak y Schmittgen 2001) asume
que la eficiencia de la reaccion es mayor al 90%; sin embargo, como se comprobo, esto solo
ocurre en condiciones dptimas pues durante procedimiento de PCR en tiempo real existen varios
factores que aportan variabilidad a la técnica, tales como la calidad del ARN, la heterogeneidad
de los tratamientos, la contaminacion de las muestras o errores en el pipeteo durante el
procedimiento de PCR en tiempo real (Tailor et al., 2010). Por las razones antes mencionadas,

los resultados de expresion de genes asociados al tratamiento 2 no se discutieron a profundidad.
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9.3. Metabolismo de PHB y relacion con el ciclo de Krebs en Azospirillum brasilense Cd

durante la interaccidon con Chlorella sorokiniana

Se ha descrito que el metabolismo de PHB es importante para la interaccion PGPB-planta (Okon
e Itzigshon 1992). Ademas de ser un mecanismo para la acumulacion de una fuente de carbono,
poder reductor y energia, se ha postulado que posee una funcion regulatoria de la fijacion de
nitrégeno (Quagliano, 1998). El metabolismo de este compuesto permite una mayor
sobrevivencia y adaptabilidad en la rizosfera en donde las bacterias debe competir con otros
microorganismos (Kadouri et al., 2003). Se sabe que Azospirillum brasilense sintetiza PHB
como elemento de reserva de carbono y de energia alcanzado hasta 75% de su peso seco. Este
compuesto es metabolizado cuando existe una elevada relacion C/N o una baja presion parcial
de oxigeno (Tal y Okon 1985). En este estudio se comprobo que el ciclo de PHB y el ciclo de
Krebs estan activos cuando la bacteria interactta con la microalga Chlorella sorokiniana, con
sus exudados o con un medio suplementado con un &cido orgénico durante 24 horas en
condiciones controladas. Se conoce que Azospirillum brasilense no produce dptimamente PHB
cuando crece en carbohidratos o aminoacidos, mientras que esta produccion se ve favorecida
cuando la bacteria crece en &cidos organicos (Tal y Okon 1985), por lo que se podria sugerir
que la bacteria metabolizo principalmente acidos organicos provenientes de la microalga,
compuestos que posteriormente pudo usar como precursores para la sintesis de PHB de novo.
En este estudio, se evaluo la expresion de dos de las seis enzimas encargadas del metabolismo
de PHB en Azospirillum brasilense Cd. La primera, la enzima poli-B-hidroxibutirato sintasa
(phbC) que cataliza la sintesis de PHB de novo y la segunda, la enzima poli- B-hidroxibutirato
depolimerasa (phaZ) que cataliza la degradacidn de este compuesto para que la bacteria lo pueda

usar como fuente de carbono.

Al evaluar la expresion del gen phbC, se observé una sub-expresion en la mayoria de los
tratamientos; esto podria explicarse porque el medio de reactivacion de la bacteria fue el medio
BTB, un medio rico en fuentes de carbono (Bashan et al., 2011), condicion que pudo favorecer
una sintesis previa de PHB en la bacteria debido a la alta relacion C/N. Sin embargo, es
importante resaltar que segin se evidencié en este estudio, durante la interaccién con la
microalga, con sus exudados o con el medio suplementado con &cido galacturdnico, la bacteria

pudo haber sintetizado nuevo PHB diferente al generado en el proceso de reactivacion, pues se
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pudo dar una sintesis de PHB de novo a partir de otras fuentes de carbono que posiblemente
sean &cido galacturonico o bien otros compuestos derivados de la microalga como otros
carbohidratos o &cidos grasos, a partir de los cuales se produce acetil-CoA, precursor importante
del ciclo de PHB y del ciclo de Krebs. Lo anterior también se comprobd por el mayor
crecimiento observado en los tratamientos con la microalga o sus exudados en todos los tiempos
de crecimiento. Las diferencias en el crecimiento poblacional fueron mayores después de las 18
horas debido a que el PHB comenz6 a acumularse y también a consumirse (como se explicara
mas adelante) durante la fase exponencial de crecimiento. Esto ha sido previamente descrito en
Azospirillum brasilense Cd (Tal y Okon 1985) y en otras especies fijadoras de nitrégeno como
Rhizobium, Bradyrhizobium y Azotobacter (Quagliano, 1998). De manera interesante, el Gnico
tratamiento donde se observé una sobreexpresion de este gen fue en el co-cultivo con C.
sorokiniana 2714 a las 24 horas de crecimiento. Esto sugiere que, en interaccion directa con la
microalga, se generan altas cantidades acetil-CoA que favorecen la sintesis de PHB y no inhiben

el ciclo de Krebs permitiendo también un buen crecimiento de la bacteria.

Por otra parte, el gen phaZ mostro una sobreexpresion en todos los tratamientos a las 24 horas
exceptuando en los exudados de C. sorokiniana 2805. Esto quiere decir que la bacteria uso
efectivamente el PHB previamente almacenado para sostener su crecimiento, particularmente
durante el intervalo comprendido entre las 12 y las 24 horas de crecimiento donde hubo una
correlacién positiva entre el gen encargado de la sintesis (phbC) y el encargado del consumo
(phaz). Este balance sintesis-consumo puede explicar el crecimiento mayor observado en los
tratamientos que contenian a la microalga o sus exudados después de las 18 horas de

crecimiento.

Adicionalmente, para analizar el metabolismo de carbohidratos via ciclo de Krebs en
Azospirillum brasilense Cd, se evalud la actividad de la enzima malato deshidrogenasa (mdh),
la cual ha sido previamente evaluada como un indicador de la actividad del ciclo de Krebs en A.
brasilense Sp245 (Goebel y Krieg 1984). Esta enzima cataliza la oxidacién
(NAD(P)+/NAD(P)H dependiente) de malato a oxaloacetato. En este estudio, se evidencio una
sobreexpresion de este gen en los tratamientos exudados C. sorokiniana 2714 y medio SGM
suplementado con &cido galacturénico. Igual que con el gen phbC, su expresion tuvo una

tendencia a aumentar en funcién del tiempo. La sobreexpresion de este gen en el tratamiento
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exudados de Chlorella sorokiniana 2714 podria indicar que parte del acetil-CoA generado se
sintetiza en el ciclo de PHB y otra que entra en el ciclo de Krebs; la alta actividad de este ultimo
ciclo puede explicar el mejor crecimiento poblacional en este tratamiento. Aun asi, no se observé
un buen crecimiento en el medio suplementado con &cido galacturénico, posiblemente porque a
partir de este compuesto, el ciclo de Krebs se redirecciona hacia la produccion de precursores
de otras rutas. Esto fue previamente demostrado en Azospirillum brasilense Sp7 (Loh et al.,
1984) creciendo en succinato como fuente de carbono donde los productos del ciclo de Krebs
se dirigieron principalmente hacia la sintesis de lipidos.

Para este estudio en particular, la relacion metabodlica entre los genes analizados cuando la
bacteria interactia con la microalga podria de la siguiente manera: En interaccién con la
microalga o sus exudados, en un medio minimo, se genera una alta relacion C/N, derivada de la
disponibilidad de fuentes de carbono en la microalga que pueden ser metabolizadas por la
bacteria. Como se ha descrito previamente, Azospirillum puede metabolizar carbohidratos a
través de varias rutas preliminares las cuales tienen como finalidad producir piruvato, mismo
que es convertido en acetil-CoA a través de un proceso de oxidacion mediado por la enzima
piruvato deshidrogenasa, para ser metabolizado en el ciclo de Krebs. Sin embargo, cuando se
produce acetil-CoA en exceso, derivado de la sintesis efectiva de fuentes de carbono y la
consecuente produccion de poder reductor, este compuesto puede ser usado también para
sintesis de PHB de novo. Este proceso es catalizado por la enzima pB-cetiolosa, siendo la primera
en catalizar la sintesis de PHB y también la Gltima encargada del proceso de degradacion. Se
observé una correlacion negativa entre los valores de expresion de los genes phbC y phaZ, pues
un aumento en la expresion del gen phaZ esta relacionada con una disminucion en la expresion
del gen phbC, posiblemente la enzima B-cetiolasa regula la expresion de estos genes en funcion
de los requerimientos metabolicos y la disponibilidad de poder reductor, el cual es esencial para
la sintesis de PHB (Malinich y Bauer, 2018). Interesantemente, también se observo una alta
correlacién positiva entre los genes phaZ y mdh a las 24 horas de crecimiento, lo que puede

indicar que parte el PHB depolimerizado es sintetizado directamente en el ciclo de Krebs.

Los resultados de este trabajo sugieren que el balance entre el ciclo de PHB y el ciclo de Krebs
es importante para sostener la interaccion de Azospirillum brasilense Cd-Chlorella sorokiniana.

Ademas, el ciclo de Krebs también puede producir precursores (NADH y FADH?2) de otras rutas

39


https://es.wikipedia.org/wiki/NADH
https://es.wikipedia.org/wiki/FADH

importantes tales como la fosforilacion oxidativa, la cual a través de la cadena de transporte de
electrones produce ATP, compuesto que posteriormente es esencial para la fijacion de nitrégeno
y otros procesos (Trainer y Charles, 2006). Estos ciclos a su vez podrian estar relacionados con
los efectos benéficos sobre la microalga principalmente la fotosintesis y el crecimiento.

10. CONCLUSIONES:

- El metabolismo de PHB y el ciclo de Krebs estan altamente relacionados y cumplen un papel
importante en el sostenimiento de la interaccion Chlorella-Azospirillum. La relacion metab6lica
entre estos ciclos se hace mas significativa a medida que aumenta el tiempo de interaccion entre

los dos microorganismos.

-Bajo las condiciones estudiadas, se comprobd que Azospirillum brasilense Cd puede utilizar
efectivamente fuentes de carbono producidas por la microalga, en este caso acidos organicos,
para su crecimiento y otros procesos metabdlicos, tales como la sintesis de PHB y el ciclo de
Krebs. Estos procesos metabolicos pueden producir precursores para otros procesos importantes

en la bacteria, como la fosforilacion oxidativa y la fijacion de nitrogeno.

-En los experimentos se comprobo que las dos cepas de Chlorella sorokiniana probadas, no

producen diferencias en el crecimiento y expresion de los genes analizados en A. brasilense.

-El mejor modelo de preprocesamiento de datos fue el modelo ‘‘Background’’, que ajusta los
valores con respecto a la fluorescencia basal. Esta validacion fue fundamental para el analisis

de expresion de los genes analizados

-Azospirillum brasilense puede usar acido galacturonico para la sintesis de PHB pero este no es
metabolizado efectivamente para sostener su crecimiento; posiblemente es usado como

precursor en otros procesos.
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11. RECOMENDACIONES Y PERSPECTIVAS:

-Estandarizar las técnicas cromatogréficas existentes y probar nuevas tecnologias para la
deteccion de compuestos carbonados (especialmente acidos organicos) en los exudados de
Chlorella sorokiniana.

-Verificar la eficiencia de la reaccion post-corrida usando el modelo ‘‘Back-ground’’ para

garantizar el correcto analisis de los datos.

-Evaluar la expresion relativa de todas las enzimas involucradas en la sintesis de PHB y
carbohidratos durante la interaccion Chlorella-Azospirillum especialmente la enzima clave: -

cetiolasa.

-Evaluar la expresion de los genes evaluados en la bacteria durante tiempos de crecimiento

prolongados con la microalga y sus exudados.

-Incluir ensayos in vitro para medir la actividad enzimatica de las enzimas malato
deshidrogenasa, polihidroxibutirato sintasa y polihidroxibutirato depolimerasa, asi como la

cuantificacion de PHB in vitro para complementar los resultados de PCR en tiempo real.

-Incluir como variable de estudio la presion parcial de oxigeno en el medio.
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13. ANEXOS:

Anexo 1. Visualizacion de muestras de ARN en gel de agarosa 1.2% (arriba), concentracion de

las muestras de cADN sintetizado (abajo).

i1 it s

0 horas

12 horas

24 horas

Tiempo | Tratamiento Ing/pLI A(260/280)
Control 2544 1,54
| 399.5 1.84
P 2 566,3 1.67
3 827.5 1.65
4 410.2 1,93
5 349.7 1.83
Control 499 1.59
| 749.2 1.61
12 horas 2 885.9 1.64
3 3589 1.78
4 779.9 1.63
5 519.7 1.61
Control 434.8 1,89
| 337.4 1.78
24 horas 2 413.9 1.89
3 512.8 1.53
-+ 827.7 1.65
5 623.4 1.55
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Anexo 2. Resultados de andlisis de varianza con contrastes ortogonales para cada tiempo de

crecimiento. (Software SAS®).

Variable dependiente: crec

Contraste D

EXUDADO VS COCULTIVO

CEPAS DENTRO DE EXUDADO

CEPAS DENTRO COCULTIVO

SIN MICROALGA VS CON MICROALGA
CONTROL VS GALACTURONICO

F

B R R R R

Procedimiento GLM

Cuadrado de

Contraste SS la media F-Valor Pr > F
0.00212521 0.00212521 0.19 0.6683
0.00072010 0.00072010 0.06 0.8027
0.00144453 0.00144453 0.13 0.7237
0.07396270 0.07396270 6.60 0.0193
0.00419528 0.00419528 0.37 0.5481
------------------------------------------- tiempo=12 -----mm oo

Variable dependiente: crec

Contraste

EXUDADO VS COCULTIVO

CEPAS DENTRO DE EXUDADO

CEPAS DENTRO COCULTIVO

SIN MICROALGA VS CON MICROALGA
CONTROL VS GALACTURONICO

DF

R R R R R

Procedimiento GLM

Cuadrado de

Contraste SS la media F-Valor Pr > F
0.03037178 0.03037178 1.47 0.2403
0.00093312 0.00093312 0.05 0.8338
0.00392055 0.00392055 0.19 0.6678
0.09899925 0.09899925 4.81 0.0417
0.00011781 0.00011781 0.01 0.9405
——————————————————————————————————————————— tiempo=18 -----------mm e

Variable dependiente: crec

Contraste

EXUDADO VS COCULTIVO
CEPAS DENTRO DE EXUDADO

DF

Procedimiento GLM

Cuadrado de

Contraste SS la media F-Valor Pr > F
0.00770006 0.00770006 0.57 0.4605
0.00011476 0.00011476 0.01 0.9277
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CEPAS DENTRO COCULTIVO 1 0.00054285 0.00054285 0.04 0.8435

SIN MICROALGA VS CON MICROALGA 1 0.23783936 0.23783936 17.57 0.0005
CONTROL VS GALACTURONICO 1 0.00431521 0.00431521 0.32 0.5793
------------------------------------------- tiempo=24 ----------me e

Procedimiento GLM

Variable dependiente: crec

Cuadrado de

Contraste DF Contraste SS la media F-Valor Pr > F

EXUDADO VS COCULTIVO 1 0.10307310 0.10307310 13.26 0.0019
CEPAS DENTRO DE EXUDADO 1 0.00719400 0.00719400 0.93 0.3488
CEPAS DENTRO COCULTIVO 1 0.00451725 0.00451725 0.58 0.4558
SIN MICROALGA VS CON MICROALGA 1 0.49045633 0.49045633 63.08 <.0001
CONTROL VS GALACTURONICO 1 0.00496008 0.00496008 0.64 0.4349



