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Resumen

La produccion de banano en Ecuador es considerada base de la seguridad
alimentaria del pais y es el segundo producto mas importante de exportacion,
solamente después del petroleo. Actualmente, este se encuentra amenazado por
la fusariosis de banano, causada por el hongo Fusarium oxysporum f. sp. cubense
(FOC), la cual es una enfermedad que ocasiona la muerte de la planta.
Lamentablemente, no existe tratamiento efectivo, afectando a aproximadamente
12.3 millones de habitantes que dependen econdmicamente del cultivo de
banano. Una alternativa ecolégica y novedosa para enfermedades fungicas es el
biocontrol empleando Pseudomonas fluorescens. El objetivo de la presente
investigacion es el disefio de un biocontrol orientado en el hongo FOC, empleando
P. fluorescens recombinante para la sobreexpresion del sideréforo pioverdina, el
cual es un compuesto que secuestra el hierro cuando hay bajas concentraciones
de este metal en el ambiente. Se disefid un constructo genético para expresar
constitutivamente PbrA, una proteina reguladora importante en la biosintesis de
pioverdina. En este sentido, se realiz6 un modelo matematico determinista para
predecir la cantidad de proteina generada. La simulacion fue ejecutada en Matlab
generando 666 600 moléculas de PbrA en 8,33 horas. Siguiendo con la
transformaciéon de P. fluorescens se investigd protocolos de acuerdo a: la
eficiencia de transformacion evaluada en Pseudomonas sp., nivel de complejidad
de trabajo, equipo a utilizar y tiempo empleado. Las investigaciones realizadas
han demostrado el potencial de los sider6foros de P. fluorescens como biocontrol
para FOC, suprimiendo el crecimiento en un 75%. En este sentido, la
sobreexpresion del gen PbrA permitiria biosintetizar mayores cantidades de
pioverdina, limitando la capacidad de crecimiento de FOC debido a la baja

disponibilidad de hierro en el ambiente.
Palabras clave:

e BIOCONTROL
e SIDEROFOROS
e CONSTRUCTO GENETICO
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Abstract

Banana production in Ecuador is considered the basis of the country's food
security and is the second most important export product, only after oil. It is
currently threatened by banana fusarium blight, caused by the fungus Fusarium
oxysporum f. sp. cubense (FOC), which is a disease that causes the death of the
plant. Unfortunately, there is no effective treatment, affecting approximately 12.3
million people who depend economically on banana cultivation. An ecological and
novel alternative for fungal diseases is biocontrol using Pseudomonas fluorescens.
The objective of the present research is the design of a biocontrol oriented on the
fungus FOC, using recombinant P. fluorescens for the overexpression of the
siderophore pyoverdin, which is a compound that sequesters iron when there are
low concentrations of this metal in the environment. A genetic construct was
designed to constitutively express PbrA, an important regulatory protein in
pyoverdin biosynthesis. In this sense, a deterministic mathematical model was
performed to predict the amount of protein generated. The simulation was run in
Matlab generating 666 600 PbrA molecules in 8.33 hours. Following with the
transformation of P. fluorescens, protocols were investigated according to:
transformation efficiency evaluated in Pseudomonas sp., level of complexity of
work, equipment to be used and time employed. The research carried out has
demonstrated the potential of P. fluorescens siderophores as a biocontrol for FOC,
suppressing growth by 75%. In this sense, overexpression of the PbrA gene would
allow biosynthesizing greater amounts of pyoverdine, limiting the growth capacity

of FOC due to the low availability of iron in the environment.

KEYWORDS

e SIDEROPHORES
e BIOCONTROL
e GENETIC CONSTRUCT
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Capitulo I: Introduccidn
Formulacién del problema

En América Latina, el consumo de banano representa entre 90 y 95
millones de toneladas al afio. La presencia de una enfermedad flngica
ocasionada por Fusarium oxysporum f. sp. cubense, podria llegar a afectar a 12.3
millones de habitantes que viven directamente del cultivo de banano (Sotomayor,

2012).

En Ecuador, la produccion y comercializacién de banano juega un papel
importante ya que representa el segundo producto mas significativo después del
petréleo. Existen aproximadamente 163.960 hectareas de produccién de banano
en las provincias de Guayas, Los Rios y EIl Oro, mientras que la mayor produccién
de platano se localiza en ElI Carmen, provincia de Manabi (Agrocalidad, 2013).
Desde el primer brote de Fusarium oxysporum f. sp. cubense (FOC) raza tropical
1 en Ecuador, este hongo ha afectado a 170 mil hectareas de la variedad Gros

Michel (Saltos, 2019).

Hoy en dia, es un hecho que la produccién ecuatoriana de banano se
encuentra amenazada por una nueva raza de FOC, denominada raza tropical 4.
Se hace necesario resaltar la inexistencia de variedades de banano resistentes a
esta nueva cepa; Unicamente se requiere una planta infectada con el hongo para

diseminar la infeccion a todas las existentes a su alrededor (Palou, 2019).
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La infeccion por el hongo Fusarium oxysporum f. sp. cubense se
caracteriza por la marchitez vascular de las plantas infectadas ocasionando
estancamiento de los vasos del xilema, entonces el agua y los nutrientes no son

accesibles en la planta generando su muerte (Siamak & Zheng, 2018).

Debido a que el hongo es dificil de tratar, se espera la llegada inminente
de la nueva raza RT4 al pais. Se han tomado algunas medidas preventivas como
la aplicacion de antifungicos en las plantas, siembra con semillas sanas y campos

libres del patégeno (Lopez & Zapata, 2019).

También se ha enfatizado en las medidas de control y prevencién brindado
por el Manejo Integrado de Enfermedades (MIE) en el que se encuentran los
principios de erradicacion del patégeno, escape de la infeccién, desarrollo y uso
de la resistencia genética, proteccion de las plantas y reduccién de la incidencia

de la enfermedad (Castafio, 2009).

Justificacion del problema

La produccion de banano en Ecuador se considera base de la seguridad
alimentaria del pais y una fuente importante generadora de empleo y divisas a
través de su exportacion (Molina & Gavilanes, 2017). Sin embargo, actualmente
existe la amenaza de la fusariosis de banano, producida por el hongo Fusarium
oxysporum f.sp. cubense (FOC), la cual ya ha llegado a la regién suramericana.
En Ecuador, las condiciones ambientales y la siembra en monocultivo clonal del

banano, presentan un escenario excepcional para el desarrollo de la enfermedad.
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A pesar de lo mencionado, al momento no existen medidas efectivas de
control quimico para el marchitamiento del banano (causado por FOC) de las
variedades producidas en Ecuador, como son: Gros Michel, Cavendish, entre
otros (Parducci, 2019). En un intento de controlar este patdgeno, se ha
considerado emplear fungicidas sintéticos. Sin embargo, el uso de fungicidas es
un serio problema debido a la acumulacion de compuestos quimicos en el
ecosistema y, sobre todo, porque trae consecuencias en el desarrollo de cepas

fungicas resistentes (Siamak & Zheng, 2018).

Estudios como los de Pérez et al., (2015), han demostrado que una
solucion alternativa para el control de la enfermedad puede darse a través de
biocontroles, los cuales se refieren a las interacciones entre microorganismos
antagonistas y patdgenos de plantas. Son de naturaleza generalizada y pueden
utilizarse para controlar o reducir enfermedades fangicas de plantas.
Adicionalmente, los biocontroles han sido de gran interés en los Ultimos afios en
el control de enfermedades como la del Moko y Sigatoka negra en cultivos de
banano (Garrido, 2013), que tienen una sintomatologia similar a la del FOC (Dita,

2020).

En el uso conveniente de biocontroles para enfermedades fitopatdgenas,
Alvarez (2019), sugiere la combinacion de agentes de biocontrol, en mezcla con
fungicidas quimicos, permitiendo reducir la cantidad de fungicida a aplicarse,
significando una disminucion de los efectos negativos que los controles quimicos,

puedan causar a la planta.
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Estos dos tratamientos (biocontroles y fungicidas) pueden utilizarse de
manera intercalada. En tal sentido, el control bioldgico ofrece una alternativa
ecologica al pesticida quimico para el manejo sostenible de enfermedades en
plantas. Entre los tipos de biocontroles existentes se encuentran las bacterias
Pseudomonas, usadas para enfermedades flingicas debido a su metabolismo
adaptativo y su capacidad para producir una gama de compuestos antifiingicos
(Santacruz, 2012). Este género bacteriano constituye un ejemplo de antagonismo
directo e induccion de resistencia en la planta, frente a fitopatégenos generando

un efectivo control biolégico (Pérez et al., 2015).

Entre las especies mas reconocidas para proteger a las plantas de
infecciones fungicas estan: Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas aeruginosa
y Pseudomonas putida (Islam et al., 2018). Especificamente P. fluorescens es de
interés, en el campo del control biol6gico por promover el crecimiento vegetal y

suprimir el crecimiento de patégenos de raiz.

Las Pseudomonas son conocidas como bacterias promotoras de
crecimiento en plantas (PGPR), muy utilizadas en diferentes cultivos para prevenir
la introduccion de enfermedades (Pérez et al., 2015). Estas bacterias producen
metabolitos como sideréforos y bacteriocinas, los cuales participan en el biocontrol

de diversos fitopatdgenos (Sivamani & Gnanamanickam, 1987).

Particularmente, los sideroforos bacterianos han despertado interés
cientifico en los ultimos afos (Santacruz et al., 2012), ya que se ha propuesto que
estos compuestos pueden secuestrar el hierro del ambiente rizosférico,
impidiendo que esté disponible para los patégenos. Asi, las Pseudomonas
fluorescens que sinteticen sider6foros tendran ventajas para ocupar nuevos

espacios, desplazando la microbiota patégena del suelo (Santoyo et al., 2010).
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En este sentido, Valencia et al. (2005), menciona que los sideréforos
producidos por Pseudomonas fluorescens inducen resistencia sistémica de la
planta como mecanismo de defensa frente a varios patégenos. Por ejemplo, los
sideréforos han sido efectivos como control de la enfermedad de marchitamiento
del rabano, causado por el hongo del género Fusarium, como también para el
patégeno de la podredumbre del carb6n Alternaria sp., (Sumei Yu, 2017). Sin
embargo, debido a la incapacidad de produccién de esporas de Pseudomonas sp.

se ha limitado su estudio para fines comerciales (Pérez et al., 2015).

Por tal motivo, mediante la implementacion de Biologia Sintética, una
ciencia que consiste en la modificacion de sistemas bioldgicos naturales para usos
practicos utiles (Morange, 2008), se pretende diseflar genéticamente a
Pseudomonas fluorescens, con el objetivo de mejorar la via metabdlica de sintesis

de sideréforos para su efecto inhibitorio en F. oxysporum (Peng Xu et al., 2012).

Objetivos
Objetivo General

Disefiar un control biol6gico para el hongo Fusarium oxysporum f.sp.
cubense, agente causal del Mal de Panama, empleando Pseudomonas

fluorescens recombinante para la sobreexpresion de sideréforo.

Objetivos Especificos
e Disefiar un casete de expresion que potencie la produccién de sideréforos
en Pseudomonas fluorescens.
e Desarrollar un modelo matematico capaz de predecir la sobreexpresion de

sider6foros en Pseudomonas fluorescens.
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e Definir un protocolo para la transformacion del casete de expresion
disefiado en Pseudomonas fluorescens.

e Inferir, con base en la evidencia cientifica disponible, el efecto de
sideréforos de Pseudomonas fluorescens sobre Fusarium oxysporum f. sp.

cubense.

Capitulo Il: Marco tedrico
Genero Fusarium

El género Fusarium es un grupo de hongos filamentosos considerados
oportunistas debido a su capacidad de crecer a 37°C y amplia distribucion en
suelo y plantas. Existen mas de 100 especies de Fusarium descritas y solo 12 se
consideran patdégenas para el humano (EcuRed contributors, 2020). Debido a la
complejidad taxondmica de Fusarium, Tapia & Amaro (2020), recalcan que para
una correcta clasificacion del género, se requiere de la experiencia del observador
al microscopio. Tomando en cuenta caracteristicas como: “largo, ancho,
curvatura, septos, esporodoquios y detalles de la célula (apical y pie) de los

macroconidios” (Tapia & Amaro, 2020).

El crecimiento in vitro de Fusarium no presenta mucha complejidad y
existen varios medios de crecimiento como: agar papa dextrosa (PDA), agar
Sabouraud, agar Clavel (CLA), agar de Spezieller Nahrstof-farmer (SNA) y agar
avena. Hay algunos medios como el agar PDA y Sabouraud que permiten
observar el didmetro de la colonia, morfologia y pigmento (café, rojo, violeta,

naranja, gris, blanco) (Hernandez et al., 2019).



24

Caracteristicas de Fusarium oxysporum f. sp. cubense

Fusarium oxysporum es una especie de hongo sapréfito causante de la
fusariosis de banano o “Mal de Panama” en cultivos de platanos y bananos.
Generalmente ingresa a la planta por la raiz y posee tres tipos de esporas capaces
de resistir 40 afios en el suelo (Martinez, 2012). El crecimiento del hongo se

favorece en climas calidos-hiimedos.

Logra esparcirse dentro de la plantay por aire. Sumecanismo de infeccién
es mediante el ingreso del micelio a la planta impidiendo el flujo normal de savia,
produciendo marchitez y muerte de los cultivos infectados (EcuRed contributors,

2020).

Razas de Fusarium oxysporum f. sp. cubense

Fusarium oxysporum f. sp. cubense (FOC) es originario del sudeste de
Asia. En la actualidad, se ha identificado cuatro razas, FOCR1, FOCR2, FOCR3,
FOCRT4, FOCST4. Cada una afecta a diferentes variedades de banano y platano

como se muestra a continuacion (Saltos, 2019).

Raza 1: Gros Michel y Manzano (AAB)

Raza 2: cultivos como Guineo, Topocho, Chatos (ABB)

Raza 3: Heliconias (Heliconia L.)

Raza 4: Cultivos resistentes a las razas 1, 2 como el tipo Cavendish.

Dentro de la raza 4, se ha identificado la raza tropical (RT4) y la subtropical (ST4).
La primera, causa enfermedad en tropicos y subtropicos y, la segunda, solo en el

subtrépico (Lépez & Zapata, 2019)
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Sintomas

Uno de los primeros sintomas generalmente es el amarillamiento en las
hojas que va progresando hacia la parte superior de la misma. Las hojas adultas
se tornan amarillas y gradualmente avanzan hacia las hojas jovenes. Estas se
marchitan y permanecen adheridas a la planta. Las raices principales y la base

del tallo presentan necrosis vascular (EcuRed contributors, 2020).

Otro sintoma muy comun es el sindrome de la hoja verde, en el que las
hojas aparecen verdes hasta que el peciolo se dobla y colapsa. La evidencia de
sintomatologia se da entre 5-6 meses luego de la infeccién, caracterizado por la

muerte de las plantas y pérdida de produccion (Lopez & Zapata, 2019).

Ciclo de la enfermedad

En cultivares susceptibles, Fusarium oxysporum f. sp. cubense penetra la
planta directamente por la cofia de la raiz, la infeccién es favorecida por la
estimulacion de las esporas del hongo a partir de compuestos organicos liberados

por la raiz de la planta (Koppert, 2020).

Con la ayuda de algunas enzimas degradativas o el mismo crecimiento
intercelular, se procede a la colonizacién de la planta iniciando por el apice de la
raiz y avanzando por todo el tejido vascular, ocasionando la sintomatologia

mencionada (Dita, 2020).
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Figura 1

Corte transversal de seudotallo de banano y cultivo de Musécea infectada con
FOCRAT

y

=
3
%
»
=
-

Nota: A) Planta sana, seudo tallo blanco y haces vasculares uniformes B) Necrosis
continua de haces vasculares y seudotallo, coloracién se torna café debido a la
infeccion C) Cultivo joven de orito (Pisang Mas, AAA) amarillamiento, necrosis y
hojas cerrada en forma de paraguas. Tomado de Dita, M. (2020). Jornada
Fitosanitaria. Obtenido de Marchitez por Fusarium de las Muséceas:

https://www.oirsa.org/
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Figura 2

Representacion de Fusarium oxysporum f. sp. cubense en medio de cultivo.

Nota: A) Colonias de crecimiento rapido, crecimiento aproximado de 7 dias,
diametro de 2cm. B) FOC produce micelio de color blanco y con el tiempo se va
creando un fondo rojizo en forma eliptica. Tomado de Dita, M. (2020). Jornada
Fitosanitaria. Obtenido de Marchitez por Fusarium de las Musaceas:
https://www.oirsa.org/ Gaona, V. iGEM-Ecuador. (2021). Fusarium oxysporum R1

inoculado en medio PDA. Quito.

Manejo de la enfermedad

A pesar de las diferentes practicas desarrolladas para el control de
Fusarium oxysporum f. sp. cubense, este hongo posee estructuras de resistencia
gue complican el tratamiento de control con fungicidas sistémicos, de hecho, los
productos quimicos son una amenaza debido al aumento de la resistencia del

patdégeno (Bravo, Larriva, & Minchala, 2012).


https://www.oirsa.org/
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El manejo de la enfermedad para todas las razas de FOC, incluida R4T,
incluyen principalmente disminuir el indculo inicial considerando aspectos como:
aplicacion de fumigantes, delimitacibn de areas de acceso y eliminacién de

plantas infectadas (Manosalvas, 2010).

El aislamiento en forma de cuarentena es uno de los factores que mas
eficacia tiene en los “planes nacionales de FOCR4T” generado por varios paises
de la regién, como Colombia, Perd, Ecuador y Panama. Este mecanismo
constituye la primera barrera ya que, una vez introducido el patégeno en los

cultivos, su erradicacion es imposible (FAO, 2020).

La vigilancia constante es fundamental para detectar sintomatologia
temprana y aislar focos de la enfermedad. Todas estas medidas deben ser
coordinadas entre trabajadores, productores, exportadores e importadores
mediante la comunicacibn continua y cooperacion entre instituciones

gubernamentales involucradas (Aneberries, 2018).

Es muy importante considerar expertos en el area como especialistas en
micologia, para evitar los falsos positivos e identificar correctamente el patégeno
y, sobre todo, investigadores para mejorar el desarrollo de técnicas de diagnéstico

mas eficientes (Vasquez & Castafio, 2017).

La regulacion sobre el material de propagacion del hongo, transito de
material infectado y la llegada de personas extranjeras donde el hongo ya se
encuentra posicionado deben ser estrictamente controlados. Con el fin de ayudar
a la implementacion de estrategias de manejo més eficientes para la enfermedad

y control sobre una posible llegada de FOCRAT al pais (LOpez & Zapata, 2019).
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Pseudomonas fluorescens

P. fluorescens, es una especie se puede encontrar en varios ambientes,
acuaticos y terrestres. Son bacilos Gram-negativos ligeramente curvados, sus
condiciones Optimas de crecimiento consisten en temperatura de 25-30°C,
aunque también resisten hasta 42°C y pH neutro; no crecen en ambientes acidos
(Sivamani & Gnanamanickam, 1987).

La fluoresceina es el pigmento caracteristico de esta especie. Sin
embargo, cuando el cultivo es muy antiguo o muy reciente, la bacteria no muestra
su fluorescencia caracteristica (Pérez et al., 2015).

Por ser identificadas como biocontroladoras de fitopatdgenos, se clasifican
en el grupo de Bacteria Promotoras del Crecimiento Vegetal (PCGB), debido a la
produccion de metabolitos secundarios o incrementando resistencia natural de la
planta frente a patégenos. Algunos de los beneficios que produce esta especie
son: sintesis de fitohormonas, fijacion bioldégica de nitrébgeno y promueve

crecimiento radicular (Sumei Yu et al., 2017).

Gen

El gen es la unidad basica de la herencia, algunos producen proteinas y
estan formados por ADN. Cada gen es diferente y varian en tamafio de acuerdo
a la cantidad de nucleétidos conformados. Los alelos de un mismo gen presentan
pequenias diferencias en la secuencia de ADN, las diferencias dan paso a distintas

caracteristicas en el fenotipo resultante (MedlinePlus, 2020).
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Promotor
En la regulacion genética, un promotor es una secuencia de ADN a la que
se une la ARN polimerasa y se ubica a una distancia especifica aguas arriba del

inicio de la transcripcion (World Library of Science, Glossary Promoter, 2020).

Sitio de unién aribosoma (RBS)

El Sitio de union a ribosoma es una secuencia de ARN que se encuentra
en el ARNmensajero para que los ribosomas se unan e inicien la traduccion. La
secuencia de RBS generalmente se localiza a seis nucledtidos cadena arriba de
un codon de inicio en el ARNm. El RBS debe estar antes de la secuencia que sera
traducida. La traduccion empieza desde el codén de inicio y continla aguas abajo

por toda la secuencia del gen (iGEM Organization, Parts iGEM, 2020).

Secuencia codificante (CDS)

La region de codificacion de un gen o CDS por sus siglas en inglés, es una
secuencia de nucledtidos que corresponde a una secuencia de aminoacidos en la
formacion de una proteina. Empieza por un codon de inicio ATG y termina con un
coddén de parada. Un CDS también puede ser un subconjuto de un marco de

lectura (ORF) (Masaaki Furuno et al., 2003).

Terminador

El fin de la transcripcion es el paso final de la expresion génica y se da
gracias a una secuencia de nucleétidos que juegan un rol importante en la
terminacion de un ARN sin afectar la expresion génica (Cramer, 2013). Existen
dos categorias de termiandores en procariotas, independientes de rho y

dependientes de rho (World Library of Science, 2020).
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Los mas comunes y utilizados son los independientes de rho, compuestos
por una secuencia palindrémica rica en “GC” seguido de varias bases “T” que
formaran un bucle para dar por finalizada la transcripcion (iGEM Organization,

Parts iIGEM, 2020).

Plasmido

Un plasmido es un molécula de ADN de doble hebra diferente al ADN
cromosomico, existen naturalmente en bacterias y en algunos eucariotas. Sirven
como transportadores de genes que proporcionan ventajas genéticas a los
hospederos, como la resistencia a antibioticos (Green, 2020).

En la division celular, los plasmidos se copian de manera que cada célula
hija recibe una copia de cada uno también pueden transferirlos mediante la
conjugacion (Monroe, 2014).

Los plasmidos son ampliamente utilizados como herramientas de
clonacion y manipulacion genética o mas conocidos como vectores. En los
vectores se insertan fragmentos de ADN y el plasmido recombinante es insertado
en bacterias mediante un proceso denominado transformacién celular con el
objetivo de que las bacterias sirvan como fabricas de expresion del gen insertado

(Scitable, 2020).

Ensamblaje molecular RFC10

BioBrick RFC 10 fue desarrollado por Tom Knight. Este ensamblaje es un
estandar que funciona mediante el uso de prefijo y sufijo que aseguran
compatibilidad entre piezas de ADN, creando nuevas piezas mas largas y

complejas.
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El prefijo y sufijo poseen sitios de restriccion, utilizados con enzimas de
restriccion especificas y ADN ligasa, permitiendo unir piezas de ADN (Knight,
2003). Las especificaciones técnicas constan de una secuencia denominada
prefijo, ubicada al inicio del constructo genético, posee sitios de restriccion para
EcoRlI, Notl y Xbal. Al finalizar el constructo genético, se debe colocar la otra
secuencia consenso denominada sufijo, con sitios de restriccidén para Spel, Notl y

Pstl. El Biobrick RFC10 es bien probado y documentado (Knight et al., 2020).

Las cicatrices 0 SCARS son pequefias secuencias que deja este tipo de
ensamblaje al momento de unir las piezas de ADN. Existen dos tipos, la primera
cicatriz TACTAGAG, siempre se coloca entre dos partes ADN.

SCAR 1: 5' [part A] TACTAGAG [part B] 3'. La cicatriz nUmero dos se utiliza
unicamente entre el RBS y la region codificante de la proteina. SCAR2: 5' [RBS]

TACTAG [CDS] 3' (Knight, 2003).

Transcripcién

Para iniciar con la transcripcion, un gen debe estar compuesto por la parte
de ADN a transcribir y regiones reguladoras para que el proceso se desarrolle
correctamente. La polimerizacion de ribonucle6tidos es catalizada por la enzima
ARN Polimerasa. El ADN se separa y la cadena 3-5’ es la indicada como molde
para la polimerizacion (Clancy & Brown, 2008).

El punto de crecimiento empieza en el extremo 3’ y continlba a medida
gue la ARN polimerasa se mueve a lo largo de la regioén transcrita. Finalmente, la
transcripcion de ARN se desprende del ADN y el proceso se repite multiples veces

a partir de un gen (Augustyn, 2019).
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La transcripcion constitutiva de un gen se da porque los genes siempre
estan activos, es decir que su transcripcion debe ser continua ya que la célula asi
lo requiere. Sin embargo, la transcripcion se vuelve iducible cuando los genes no
necesitan ser transcritos todo el tiempo, Unicamente para algunas actividades de
la célula (Sarge et al., 1991).

La transcripcion de genes es regulada por la union de proteinas al
promotor, favoreciendo o reprimiendo a la ARN polimerasa y, por lo tanto, la
transcripcion del gen. Estas proteinas se las conoce como “proteinas reguladoras
de genes” dependiendo del desempefio al momento de la transcripcion. Se
pueden unir a mas de un gen y asi controlar simultdaneamente la actividad

transcripcional (Gandhi, Zenklusen, & Singerobert, 2018).

Modelo matemético determinista

Al modelar matematicamente seres vivos, las reacciones dentro de las
células pueden representar modelos estocasticos (se toma en cuenta la
naturaleza probabilistica de las reacciones) o deterministicos, que en su lugar
consideran la cantidad de moléculas transformadas para cada especie quimica,

velocidades y estequiometria de reaccion (Picé et al., 2015).

Los modelos matematicos deterministicos son una subclase de sistemas
polinomiales de ecuaciones diferenciales. Su aplicacion se puede desarrollar en

modelos dindmicos y en modelos continuos (Artzrouni, 2005).

Se ha observado que en modelos dinamicos su aplicacion ha sido muy util
debido a que son sistemas que evolucionan con el tiempo. Una vez entregados

los distintos parametros que apareceran en el modelos, se puede conocer el
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estado transcurrido del sistema cada cierto tiempo (Aerts, Reniers, & Mousavi,

2017).

Los modelos continuos se aplican cuando se observa que el sistema
presenta continuidad en el tiempo y, en este caso, el uso de ecuaciones
diferenciales, ayudan a deducir como cambian las propiedades del sistema
biol6gico al variar parametros (Universidad de Jaén, 2009). En conclusion, las

matematicas aplicadas en modelos deterministas son :

e Ecuaciones diferenciales (ordinarias y parciales)
e Teoria de bifurcaciones
e Analisis numérico

e Ecuaciones en diferencias.

Aproximacion quasi estacionaria

Las aproximaciones Quasi estacionarias (QSSA) por sus siglas en inglés,
consideran la separacion de escalas temporales entre las diferentes dinamicas
del sistema. En los modelos bioquimicos se puede aplicar QSSA para obtener

relaciones algebraicas entre estados de un sistema (Picé et al., 2015).

Se considera a esta técnica como métodos de perturbaciones singulares o
colecciobn de métodos para obtener soluciones analiticas aproximadas de
ecuaciones algebraicas o diferenciales, en las que se incluye un parametro
pequefio €. En la teoria de perturbaciones se pretende reducir un problema dificil

a uno mas facil (Vega de Prada & Lifian, 2016).
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En sistemas bioldgicos generalmente el pardmetro € esta definido en un

intervalo:
I = (O,Eo)
F=(x€)=0

Donde x es la variable real y resolviendo la funcién se obtiene una
solucion perturbada, es decir, la solucion de la ecuacion es:
F=(x0)=0

Esta demostracion es brindada por el teorema fundamental de la teoria de
perturbaciones que indica que cuando € - 0y P(x( € )) = 0, entonces 4; = 0.

En la practica se usa la teoria de perturbaciones para verificar resultados
numeéricos o para darle el primer paso en la resolucion de un método numérico.
(Sanchez et al., 2004).

La dindmica de las reacciones de enlace en procesos moleculares se suele
asumir como muy rapidas, en comparacién con las reacciones de elongacion y
degradacion (Picé et al., 2015).

Con esta herramienta se busca que la relaciones algebraicas no varien en
el sistema, es decir que, en un sistema de reacciones la combinacion lineal de los
estados del sistema sera constante en el tiempo. A este tipo de combinaciones
lineales, que representan las concentraciones en la reaccion se las conoce como

quasi- especies invariantes (Campos, 2017).

Células competentes y transformacion celular

Las células competentes son aquellas que tienen la capacidad de absorber
ADN extracelular de su entorno. Existe competencia natural y celular. La natural
estd determinada genéticamente, es decir que la célula tiene predisposicion a

tomar material genético libre (BioLabs, 2021).
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En la competencia natural, el ADN tomado no siempre se incorpora en el
genoma de la célula. Generalmente el ADN incorporado es utilizado con fines
nutricionales. La manera en el que el ADN es utilizado, depende de las
necesidades celulares. El estado de competencia natural no es constante, la
regulacion natural de estado de competencia y transformacion a menudo ocurre
por sefiales ambientales y bioquimicas (Martin, 2021).

La competencia artificial es inducida mediante técnicas como
electroporacion o competencia quimica. Esta herramienta ha sido utilizada por
cientificos para clonar, introduciendo nuevo material genético en una célula. El
organismo mas utilizado y con mejores resultados para realizar clonacion artificial
es Escherichia coli aunque esta especie no sea naturalmente competente (Martin,
2021).

La transformacién bacteriana es el proceso mediante el cual se introduce
ADN extrafio en una célula. Este mecanismo se realiza a través de plasmidos, en
tal sentido, las bacterias sirven como maquinaria biolégica para almacenar y
replicar plasmido Poseen un origen de replicacion bacteriano y un gen de
resistencia a antibiéticos para su uso como marcador seleccionable en bacterias.
(Green & Sambrook, 2020).

Los cientificos han realizado muchas modificaciones genéticas para crear
cepas bacterianas que se pueden transformar con mayor facilidad y ayuden a
mantener estable el plasmido (Higuchi, Morisaki, & Numata).

Ademas, se han descubierto tratamientos especificos que aumentan la
eficiencia de la transformacion y hacen mas susceptibles a las bacterias a la
transformacién quimica o eléctrica, generando lo que cominmente se conoce

como "células competentes” (Betancor et al., 2012).
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Factor de transcripcion PbrA

El gen PbrA, por sus siglas en inglés (Pseudobactin regulation activation),
es parte de la familia de reguladores transcripcionales ECF (funcion
extracitoplasmética). Su secuencia de aminoacidos muestra dominios con
homologia significativa con varios reguladores transcripcionales de la familia del
factor sigma ¢7°, una clase de reguladores transcripcionales ambientalmente
sensibles. Cada factor ECF controla un regulon en respuesta a sefales
ambientales extracelulares especificas. PbrA es un regulador de la activacion de
genes para la biosintesis de sideroforos fluorescentes en Pseudomonas (Sexton

et al., 1995 a).

Segun Ambrosi et al. (2005), ECF es un factor sigma necesario para la
expresion de genes de biosintesis de pioverdina, también denominadas
pseudobactinas y otros genes relacionados con la virulencia. Las secuencias
cadena arriba del gen PbrA sugieren que la transcripcién de PbrA puede estar

regulada por hierro (Ringel & Briser, 2018).
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Figura 3

Circuito genético disefiado en programa Tinker cell
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Nota: Disefio de circuito genético para la expresion de gen PbrA. El circuito
genético esta disefiado para producir la proteina PbrA, que es un activador de la
transcripcién de genes para la sintesis del sideréforo pioverdina. El casete de
expresion esta constituido por un promotor constitutivo, sitio de unién a ribosoma,
secuencia codificante del gen PbrA y un terminador de la transcripcion

representado en un sistema de expresion bacteriano (Pseudomonas fluorescens).

Sideré6foros

Los sideréforos son quelantes que se encuentran naturalmente en algunas
bacterias, producidos mayoritariamente en condiciones limitantes de hierro. La
palabra sideréforo, proviene del griego que significa "portador de hierro". Poseen
bajo peso molecular (400 a 1000 kDa) y tienen alta afinidad por el hierro (Yanes,

2020).

Estos compuestos, se pueden clasificar en catecolatos, fenolatos,
hidroxamatos (o carboxilatos) y los tipos mixtos (Saha et al., 2012). La pioverdina

del tipo mixto (hidroxamatos-catelocatos) (Yanes, 2020), es el principal sideréforo
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sintetizado por especies de Pseudomonas fluorescens, su color es verde en el
medio de cultivo y, bajo irradiacion ultravioleta, se puede observar su

fluorescencia.

Figura 4

Cultivo de Pseudomonas fluorescens en medio King B

Nota: a) La pigmentacion verde es por la produccion de pioverdinas. b) Exposicion
del medio de cultivo a luz UV para la observacion de fluorescencia Tomado de

Venner, C., & Herndndez, M. J. (2009). AISLAMIENTO Y SELECCION DE RIZOBACTERIAS
PROMOTORAS DE CRECIMIENTO VEGETAL EN CULTIVOS DE UCHUVA (Physalis peruviana
L.) CON CAPACIDAD ANTAGONICA FRENTE A Fusarium sp. Obtenido de Repositorio

UniversdadJaveriana:https://repository.javeriana.edu.co/bitstream/handle/10554/

8471/tesis435.pdf
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Figura 5

Factores de transcripcion involucrados en la sintesis de pioverdina

fe- o
O U Quelacion de Hierro @ Interaccion e

Exportar @ l @ inpo:acién
Ferripi:verdin

Reduccion y
disociacion

Exporia Formacion

de
Ferribactina

Siderosoma I I

Nota: La quelaciéon forma el complejo ferripioverdina que es importado hacia el
citoplasma para ser utilizado por la célula en forma de hierro y también ser
reciclado para la formacion basal de ferripioverdina, necesario para la regulacion
de genes involucrados en la biosintesis de pioverdina. La regulacion mediada por
Fur inicia cuando detecta iones de hierro en el citoplasma y reprime los genes
implicados en la absorcion de hierro como los que codifican las proteinas
reguladoras FpvR, Fpvl y PbrA. PbrA es un factor sigma necesario para la
expresion de genes de biosintesis de pioverdina, Fpvl es un factor sigma
necesario para los genes que codifican el importador de pioverdina. FpvA, y FpvR
se unen e inactivan a PbrA y Fpvl. Tomado de Ringel, M., & Briser, T. (2018).

The biosynthesis of pyoverdines. Microbial Cell. doi:10.15698/mic2018.10.649.
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Regulacion de la produccidn de pioverdina

La falta de hierro y el regulador Fur son la sefal clave para la produccién
de pioverdina. El regulador Fur esta involucrado en la represion dependiente del
hierro de varios genes ya que detecta los iones de hierro ferroso en el citoplasma
y reprime los genes implicados en la absorcion y codificacion de hierro (Ambrosi
et al., 2005). Se encuentra en varias especies de Pseudomonas sp. como en la
especie fluorescens en la cual la proteina Fur reprime la expresion del gen PbrA

(Visca et al., 2007).

PbrA en Pseudomonas fluorescens, PvdS en Pseudomonas aureginosa,
Pfrl y Pupl de Pseudomonas putida y Fecl de Escherichia coli, estan controlados
por el represor Fur y activan la transcripcién de genes para la biosintesis o la

captacion de sideroforos (Leoni et al., 2000).

Para la biosintesis de pioverdina es necesaria una concentracion inicial del
ferriopioverdina. Ver Figura 5. La expresion basal es necesaria para la via de
deteccién dependiente de pioverdina, si no hubiese esta concentracion inicial, el
sistema se ajustaria a un nivel basal de expresion génica dependiente de PbrA 'y

Fpvl (Ringel & Briser, 2018).

Es importante enfatizar que las vias reguladoras para la produccién de
pioverdina juegan papeles importantes mas alla de la produccién de pioverdina
(Moon et al, 2008). Por ejemplo, el reguléon PvdS en P. aeruginosa es el gen
regulador en la biosintesis de pioverdina, pero también puede contribuir en la

virulencia de esta especie (Rédly & Poole, 2003).



42

Figura 6

Vias reguladoras clave para la produccion de pioverdina en respuesta a la falta de
hierro.
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Nota: Fpvl es un factor sigma necesario para los genes que codifican el importador
de pioverdina en la membrana externa FpvA, y FpvR son factores anti-sigma que
se une e inactivan PbrA 'y Fpvl. FpvR se escinde si no entra en contacto con FpvA
unido a ferripioverdina. Cuando se produce este contacto FpvR / FpvA, que
implica la actividad de TonB (proteina de la membrana interna que energiza el
transporte), otros eventos proteoliticos que involucran a la proteasa RseP dan
como resultado la liberacion de PbrA y Fpvl y la activacion de sus genes
reguladores. Tomado de Ringel, M., & Briser, T. (2018). The biosynthesis of

pyoverdines. Microbial Cell. doi:10.15698/mic2018.10.649.
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Proteina Fur

La proteina Fur es un represor transcripcional y su correpresor es el ion
ferroso. Cuando los niveles de hierro exceden los requeridos para las funciones
celulares, Fur reprime una mayor absorcién de hierro para prevenir la sobrecarga

de hierro y toxicidad (Troxell & Hassan, 2013).

En presencia de iones ferrosos, Fur se une a la “Caja de hierro”, una
secuencia de ADN conservada ubicada dentro de las regiones promotoras de

genes regulados por hierro (Kaushik et al., 2015).

Baichoo & Helmann (2002) mencionan que la "Caja Fur” de E. coli tiene
una secuencia consenso de GAT AATGATAATCATTAT C. Sin embargo, esta
secuencia exacta rara vez se encuentra en otros procariotas. De hecho, se ha
sugerido que el reconocimiento minimo de la unién al hierro es GATAAT. Cabe
recalcar que la “Caja Fur" puede ser muy variable, incluso en genes de una
bacteria determinada. Por citar algunos ejemplos, la secuencia de la caja Fur en
genes como pelD y pelE de Erwinia
chrysanthemi son GATAAAATTAATCAGCCTC y ATTAATAAAAACCATTGTC,
respectivamente, demostrando las diferentes secuencias en genes de una misma

especie (Kipngetich et al., 2017).
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Figura 7

Secuencia consenso de la caja Fur

GATAATGATAATCATTATC
CTATTACTATTAGTAATAG

Sitio de unién consenso a Fur

— - | o | -

GATAATGAT A ATCATTATC GATAAT GATAAT GATAAT

CTATTACTA T TAGTAATAG CTATTA CTATTA CTATTA
Modelo Clasico Modelo Hexamérico

Nota: Se muestra el sitio de unién Fur consenso de 19 pb para E. coli y varios
modelos de reconocimiento. La secuencia superior muestra el sitio de unién de
Fur. La secuencia inferior izquierda muestra el modelo clasico de unién en el que
cada mondmero se une a una repeticion invertida de 9 pb (mostrada como flechas)
del consenso. La secuencia inferior derecha muestra el modelo hexamero,
también descrito, siendo la unidad de reconocimiento la secuencia 5'-GATAAT-3
(mostrada como flechas). Es incierto como Fur uniria esta secuencia; algunos han
sugerido que cada hexamero es reconocido por un solo dimero. Tomado de
Lavrrar, J. L., & Mcintosh, M. A. (2003). Architecture of a Fur Binding Site: a
Comparative Analysis. American Society for Microbiology.

doi:10.1128/JB.185.7.2194-2202.2003

Hipotesis
El desarrollo de un modelo matemético determinista permite aproximar la
cantidad de proteina PbrA generada por Pseudomonas fluorescens recombinante

gue sirve como precursor importante para la sintesis de pioverdina.
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Capitulo Illl: Metodologia
Busqueda de secuencias para el disefio de casete genético
Se realiz6 una busqueda en la base de datos de NCBI de la secuencia del

gen PbrA, en donde se encontrd la secuencia de la caja de hierro y la secuencia

codificante, necesarias para el disefio del casete de expresion.

Se realizé un analisis de prediccion de promotores mediante el uso del
software iPro54-PseKNC, que utiliza algoritmos bioinforméticos probabilisticos.
Ver Anexo 3.

Disefio del constructo genético para la produccién de pioverdina en
Pseudomonas fluorescens.

Para el disefio del constructo genético se utilizé las partes basicas para
disefio de genes sintéticos, obtenidas del registro oficial de iGEM, las cuales son:
PROMOTOR-RBS-CDS-TERMINADOR; siendo RBS el sitio de union al ribosoma

y CDS secuencia codificante (iGEM Organization, 2020).

Para la clonacién del casete de expresion se utilizé el ensamblaje RFC-10
Assembly debido a su compatibilidad con las piezas de ADN. Se empleé las
secuencias consenso (prefijos, sufijos y cicatrices) y se unié todas las partes

biologicas investigadas (Knight, 2003).

Con el objetivo de identificar cada una de las partes del casete se las
diferencié con colores en el siguiente orden: Promotor (verde)- RBS (nharanja)-
CDS (amarillo)- TERMINADOR (verde oscuro). La secuencia inicial y final del

disefio genético representa los prefijos y sufijos (celeste). Ver Tabla 1.
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Mediante el uso del software Benchling, una herramienta universal de facil
uso especializada en Biologia molecular y Biologia sintética, se realizd la
clonacién con la opcién “Digestion y ligacién con enzimas de restriccion” (Shields,
2021). En la Tabla 1 se puede observar las partes utilizadas para el casete de

expresion.



Tabla 1

Biobricks utilizados para el constructo genético de la proteina PbrA
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PARTE

DESCRIPCION DE PARTE

SECUENCIA

REFERENCIA

PROMOTOR

BBa_J23102

Promotor constitutivo fuerte
del grupo Anderson.
Comunmente usado para
ajustar el nivel de expresion
de partes constitutivamente.
Muestra en stock, 104 usos

ttgacagcta gctcagtcct aggtactgtg ctage

(Anderson, 2006)

SITIO DE UNION
A RIBOSOMA

RBS BBa_B0030

Sitio de unién a ribosoma
fuerte, muestra en stock,
1001 usos de la secuencia.

attaaagagg agaaa

(Mahajan,  Voichita,
Chow, Wissner, &
Carr, 2003)

SECUENCIA
CODIFICANTE
(CDS)

GenBank:
X79908.1

Secuencia codificante del
gen de la proteina PbrA,
tamafio de 555 pb, proviene
de Pseudomonas
fluorescens; Factor de
activacion de la transcripcion
regulado por hierro

atgacggaacaagtatccacaagcaagtgcgattcaccgctacttcatgcattcgtcgac
aatcgactgattctggtcaagattgcagcccgcattaccggctgecgttcgcgegecgaag
atgtggtgcaggatgcgtttttccgactgcaatcggegccaccgatcacgtcgtcgatcaa
ggctcaactgagctatctgttccagatcgtgcgcaacctcgcecatcgatcactaccgcaaa
caggcgcttgagcagaagtactccggecctgaagaggaagggctgaatgtggtcatcca
gggtgcttcgccggaaacctcgcatatcaatttctcgaccctggaaaacatcgecgacgc
gttgaccgaactgcccagecgcacgcgctatgegttcagatgtaccgectgcacggegtg
ccgcaaaaggacatcgccaaggaactgggcegtttcgccaaccctggtcaacttcatgatt
cgtgatgcactggtgcactgccgcaaggtgtcgggeagtcggegggatgecggtagecgt
gggtcgtcgttaa

(Sexton et al., 1995a),

TERMINADOR

BBa_B0010

Terminador transcripcional
gue consta de un tallo-bucle
de 64 pb. Muestra en stock
1064 usos

ccaggcatca aataaaacga aaggctcagt cgaaagactg ggcctttcgt tttatctgtt
gtttgtcggt gaacgctctc

(Rettberg, 2003)
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Prefijo
Ensamblaje
RFC10

Secuencia consenso para
ensamblaje RFC10

GAATTCGCGGCCGCTTCTAGAG

(Knight, 2003)

Sufijo
Ensamblaje
RFC10

Secuencia consenso para
ensamblaje RFC10

TACTAGTAGCGGCCG CTGCAG

(Knight, 2003)

SCARS
Promotor-RBS;
CDS-Terminador

Pequefa secuencia
consenso generada por el
ensamblaje RFC10, se ubica
entre Promotor-RBS; CDS-
Terminador

TACTAGAG

(Knight, 2003)

SCARS
RBS-CDS

Pequefa secuencia
consenso generada por el
ensamblaje RFC10, se ubica
entre RBS- CDS

TACTAG

(Knight, 2003)

Nota: Las piezas de ADN utilizadas siguen el orden de cada parte del disefio genético, cada color representa los diferentes

Biobricks utilizados para el disefio del constructo genético.
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Desarrollo del Modelo matematico determinista para la prediccién de

pioverdina producida por Pseudomonas fluorescens recombinante

Para el desarrollo del modelo matemético de transcripcion constitutiva del
gen se empled la Ley de Accion de Masas (LAM), la cual es ampliamente utilizada
para expresar las velocidades de cada sistema de reacciones, segun el proceso

planteado por Picé et al. (2015).

Las ecuaciones aplicadas fueron obtenidas mediante un proceso de
reduccion de modelos bioquimicos, aplicando la teoria de “Aproximaciones Quasi
Estacionaria” (QSSA) para la obtencién de relaciones algebraicas entre sistemas

(Vega de Prada & Lifian, 2016).

El resultado de las expresiones representa los modelos de transcripcion
genética constitutiva mas utilizadas. La demostracion de las expresiones
matematicas utilizadas se encuentran en el Anexo 4. Se utilizé el software

MATLAB para la simulacién computacional.

Se realiz6 el desarrollo de la funcién mcsimple.m, que describe el sistema
de ecuaciones diferenciales, y el script mm.m donde se encuentra los parametros

definidos en Anexo 1.

Para la simulacién en Matlab del modelo determinista, se realiz6 una
investigacion bibliogréfica para determinar los valores tedéricos de cada parametro
propuesto en las expresiones matematicas resultantes (ver Tabla 2), mediante la
funcion ode45 se resolvié el sistema de ecuaciones diferenciales, con el método

de orden medio se obtuvo los resultados de la simulacioén.
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Figura 8

Expresion constitutiva de gen PbrA

iy
RNAp + CDS —» RNAp *CDS
-
v_i
v,
RNAp * CDS — = RNAp + CDS + mRNA
P
mRENA — + mRNA + PbrA
d"'l
mRENA — > @
dy
pbrd — > 0

Nota: Reacciones bioquimicas para modelo de expresion constitutiva

Ecuaciones para modelo de expresion constitutiva segun (Pico et al., 2015)

d[mRNA] .
—a - mRNA = v, —d,ymRNA
d[PbrA]

it — PbrA = pymRNA — d,PbrA
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Tabla 2

Datos tedricos para modelamiento de expresion constitutiva en plasmido pUC-19

Parametro Descripcidn Unidades Valor Referencia
v, Tasa de  min™t v, = 1250 (Jahn et al.,
transcripcion 2016)
constitutiva de
mRNA (Pico et al,
k, =25min™?! 2015)

multiplicado por el
namero de copias
del plasmido PUC-
19. Numero medio
de copias de
plasmido PCN: 500

v, =k,.*xC,
P: Tasa de traducciéon  min™?! 2.4 (Boada,
de mRNA Vignoni, &
Pic6, 2017)
d, Tasa de degradacion min~t 0.25 (Pico et al,
de mRNA 2015)
d, Tasa de degradacion  min~1! 0.018 (IGEM-
de la proteina Valencia_UPV,
2018)

Nota: Parametros investigados bibliograficamente para desarrollo de Modelo

matematico para la expresion constitutiva de gen PbrA.

Busqueda bibliografica para definir protocolo de transformacién de
Pseudomonas fluorescens.

Posteriormente, el disefio, construccion y clonacion del casete de
expresion, se inicid la busqueda de protocolos para la transformacion de

Pseudomonas fluorescens.

Para la transformacion eficiente de Pseudomonas fluorescens se necesita
una cantidad representativa de plasmido, por lo que se debe primero replicar el

casete de expresion de PbrA en E. coli, por ser una bacteria con maquinaria
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Optima para la produccion de proteinas recombinantes, considerada una buena
estrategia para obtener una cantidad significativa de plasmido (Cunningham et al.,

2009).

Para la elaboracion de células competentes y transformacién de E. coli se
escogio el protocolo de “Células competentes y Transformacion” (iIGEM

Organization, 2020).

Una vez que se obtiene una cantidad significativa de plasmido clonado, se
debe transformar en P. fluorescens, por lo que se escogi6é el protocolo para la
elaboracion de Pseudomonas competentes y Transformacion segun Chuanchuen

et al. (2002).

Este método es eficaz y se encuentra documentado para preparar células
de Pseudomonas altamente competentes y su posterior transformaciéon quimica.
Este procedimiento tienes eficiencias de transformacién comparables a las

observadas cuando se usa electroporacion (Chuanchuen et al., 2002).

Busqueda de evidencia cientifica, sobre el efecto de sider6foros de

Pseudomonas fluorescens sobre Fusarium oxysporum f. sp. cubense.

Se busco la evidencia cientifica verificando en la revisién bibliografica el
mecanismo antagoénico de los sider6foros frente a Fusarium oxysporum. Se
escogio los articulos cientificos con resultados relacionados en el antagonismo de

sideréforos producidos por P. fluorescens frente a FOC.

Los siguientes autores presentaron resultados comparables: Neha Arya et

al. (2018), Santoyo et al. ( 2010), Valencia et al. (2005), Gaber et al. (2020) con
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una inhibicibn de 75%, 70%, 70%, 80%  frente Fusarium oxysporum

respectivamente.

Capitulo IV: Resultados

Secuencia de gen PbrA encontrada en base de datos del NCBI
El gen PbrA, tiene un tamafio de 806 pb, esta dividido en promotores, caja
de hierro o Fur Box (secuencia donde la proteina Fur se une e inhibe la

transcripcion del gen PbrA) y secuencia codificante (CDS). Ver Figura 9.

Se confirmd que la caja de hierro y los promotores naturales del gen, se
encuentran desde la posicién 1 hasta la 251 de la secuencia de nucleétidos. Los

resultados de la prediccion de promotores se pueden encontrar en el Anexo 3.

Ademas, los sitios de unién a la proteina Fur se encuentran aguas arriba
de la secuencia codificante que empieza desde el nucleétido 252 hasta el final del
gen, especificamente desde el nucleétido 149 hasta el 184 (Sexton et al., 1995a).
Es por esta razdn que, Unicamente se utilizé el CDS del gen PbrA para el disefio

del casete de expresion.
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Figura 9

Secuencia del gen PbrA

ORTGIN
1 cggegtigty cgrecggaac cattcaccaa tgagaacgga tgacgtctiy aaataatiag

61 tcggcpgaca ggagegccaa tgcgacegag gtgcggcage atgtegeagt tetcagaacg
121 cacttttgta gegeattact tetettt M e et e — “FUR BOX”

IFER Tloctegs tototaggac geccctectc caaggcgcec cacgaaccta tttggcagea
TP tycage casgatece cangeaagty qattcaccy cacttatgl
0
el lcocacaccga agatgtggte caggatgegt ttttccgact geaatcggeg ccaccgatca
ot Secuenca
ihiWatcactaccg casacaggeg cttgagcaga agtactccgg ccctgaagag gaagepctga
4
ilaMacatcgeega cgegttgacc gaactgecca gecgeacgeg ctatgegttc gagatgtacc
iJMocctgcacge cgtpccgcaa aaggacatcg ccaapgaact pegcetttcg ccaaccctgg
g
T

__codificante dela
proteina pbrA
(CDY)

/I

Nota: azul) secuencia de la caja de hierro del gen PbrA. café) Secuencia
codificante del gen PbrA. Tomado de Sexton R., G. P. (1995a). GenBank:
X79908.1. Obtenido de Iron-responsive gene expression in Pseudomonas

fluorescens M114: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/X79908


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/X79908
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Constructo genético para Pseudomonas fluorescens mediante ensamblaje
RFC10

La construccion del casete de expresion se disefié uniendo las piezas de ADN

escogidas, mediante ensamblaje RFC10.

Figura 10

Unidn de Biobricks para formacién de casete de expresion del gen PbrA

GAATTCOCGGCCGCTTCTAGgacagetageteagtoctagptactotoctape TACTAGAGitiaaga
00 agaaa T ACTAGatgacogan caagtatocacaageaagtocgatteaccgctacticatocaticgtogacaatcgacty
attetggtcaagattgcagecegcatiaccggetoceatiogegoaccoaagatatontocagsatocatitticegactacanteg
00g ccaccgalcacglegicgat caaggetcaa clgagetalc fgflocagat catgogeaac clogecategatcactaceg
caaacagueg cligagcaga agtacteogg coctoaagag gaaggectonatgtoateat ccagagtoct fogecggana
cctegeatateaatitclogaccctogaaaacatcgeogacgegtioaccgaaciaeccagecgcacgopctatgegticoagatet
Accgectgeacgg cotoccacaa aaggacaicg ccapgaact gagetiicg ccaaccctagteaactiargaticatoat
ocactputocactpocgcaagetotcoopcaptepacopmatocostapocptopatcateottaal ACTAGAGRcag
calcaaataaancgeaagectoagtogaaapactopeccttioptitatetotittiotooptonacpetctc TACTAGIAG
(GGCCGCTGCAG

Nota: Unién de piezas de ADN (Biobricks) para formacion de constructo genético,
cada color representa diferentes piezas de ADN, todas las especificaciones se

encuentran en la Tabla 2.
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Resultado de Casete de expresion para el gen PbrA desarrollado en el

software Benchling

Figura 11

Constructo genético para la expresion constitutiva del gen PbrA

27272021 16:08

Null-furbox-pbrA (748 bp)

Hphl,5pel,Eael, Eagl Mot BsiEI MspaAll, 5fcl +1 Apol, EooRT, HLuCT, TspS@al, Eael Eagl, Mot +3
Bsrl Avrll, Styl, HpyCH4III, Mhel
Sau%6L, Bmrl BmtI
BseRL

Beivl
Hphl

Hsel
Btgl
Fatl,+3
Msil
Faul Sall
+3 Accl
+1
BaeGl
+§
+1
+1
+1 Faul
+3 Null-furbox-pbra
748 bp 1
Bmrl
HboIl
BstXI
Syl
Dralll Hpy1881
BtgZl Bsgl
BstAPI Banl,+7
Bgll Mmel
HpyCHATY
BmgB1
Bsgl
Bse¥l
Fspl

BspDI, Clal,Becl
BslI,Haell, Smll
Tatl

Hgal
AFLIIT, M1ul

TspSe9al,BtgZl
MluCI
Acul

Scal,Sau%6l, Earl BpuEl Hpyal, Bs1I, Mboll
Nota: Constructo genético para la expresion de gen PbrA, cada color en el

plasmido representa los Biobricks utilizados. Posee un tamafio final de 748 pb
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Resultado de clonacién del casete de expresion para el gen PbrA en el
plasmido pUC-19.

Se utilizé la herramienta “Digestion y ligacién” del software Benchling para
generar la clonacion en el plasmido pUC-19. Debido a la afinidad del plasmido al
tipo de ensamblaje, no se presenté errores el momento de clonar el casete

genético, generando un nuevo plasmido que consta de 3387 bp.
Figura 12
Constructo genético clonado en plasmido pUC-19 con ensamblaje tipo RFC10

Untitled Assembly (3387 bp)

AlwWNI BseYl

Drdl
AF1III
Pcil

BspQI, Sapl, Bsaxl

Bsal, +1 BfuAl +6
Bpml Psrl
Bsrfl
Avall
+1 Btgl
+3
Acll
+1 +2
+3
Bsgl
— +3
Avall BtgZl
Pvul +1
+1 -1
Scal
BspDI
Scal Clal
Bcgl e BmgBIL
£ S KasI Narl, +3
XanI or 28r ™ BssHIT
0 b o
AclI << - 63 2o Bsrfl
= PRS-marker P00 Sall, Accl, +2
Poex 3 g < 8seRI
Nhel AvriI Xmall +2
Sspl +6
Bsm8I,8smBI, Eco01091,Zral, +1 Pwull Pyul

Pfol Kasl
Narl, Sfol, P1uTI Ndel, BstAPI Drdl

Nota: Al realizar el ensamblaje RFC 10 se verificé y se cort6 al plasmido in silico
con las enzimas Ecorl y Xbal y para el constructo genético se cort6 la pieza de
ADN con Ecorl y Spel, debido a que el prefijo y sufijo estad formado por sitios de

restriccion especificos de estas enzimas de restriccion.
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Resultados de simulacion del modelo matematico determinista en el
software Matlab

Figura 13

Resultados del modelo matematico para transcripcion constitutiva de gen PbrA
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Nota: Datos obtenidos a partir del software MATLAB para produccion de proteina
PbrA. En el primer grafico se observa la cantidad de moléculas generadas de
MRNA en el tiempo. En el segundo grafico se puede observar la cantidad de
moléculas generadas de proteina PbrA a lo largo del tiempo, llegando a un punto

maéaximo de produccion de 666600 moléculas en 8,33 horas.
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Analisis de resultados de simulacion en Matlab:

1mol

moleculas pbrA = 666600 molec 6.022x10%molec ~ 1.1069x10~18mol

Segun Askeland & Morrison (1983), la cantidad de células viables de
Pseudomonas fluorescens en 8,33 horas es de: 8.7log,, celulas "iables/ml

por lo tanto multiplicamos la cantidad de células por las moles resultantes de
modelo y obtendremos la concentracion de proteina de interés por cada ml de

medio inoculado con Pseudomonas fluorescens recombinante.

1.1069x10~8mol x 8.7l0g1, células viableS/ml = 0.555 anl/ml

Protocolo para la transformacion del casete de expresion disefiado en

Pseudomonas fluorescens.

Para la preparacion de las células competentes de Pseudomonas
fluorescens y transformacién de las mismas se utilizara protocolo segun
Chuanchuen et al. (2002), elelaborado en Colorado State University Fort Collins,
CO, USA. Los pasos a seguir se nombran a continuacion:

e Cultivar células de Pseudomonas fluorescens en 4 ml de caldo LB a 37°C
durante la noche. Todos los pasos siguientes, excepto las
centrifugaciones, se realizaran con los tubos sentados en hielo.

e Coger un tubo de microcentrifuga de 1,5 ml y preenfriar sobre hielo
durante 3-5 minutos.

e Mediante una corta centrifugacion de 30 segundos Tomar alicuotas de 1
mL del cultivo pre-incubado durante la noche de Pseudomonas
fluorescens y transferir las células cosechadas a los tubos de

microcentrifuga refrigerados. El protocolo recomienda no centrifugar mas
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de 30 segundos porque podria haber una reduccion significativa de la
eficiencia de transformacion.

e Los granulos de células se deben resuspender con la punta de una pipeta
en 1 mL de frio (aproximadamente 4°C) de 0,1 M MgCl,. La suspension
celular se centrifugara de nuevo a aproximadamente 13 000 g durante 30
segundos a temperatura ambiente.

¢ Eliminar el sobrenadante y resuspender los granulos celulares en 1 mL de
sales de transformacion en frio con una solucién de glicerol (sales TG)
conformado por (75 mM CaCl,, 6 mM MgCl,, 15% de glicerol).

e Las suspensiones celulares se deberan incubar en hielo durante 10
minutos. Posteriormente centrifugar aproximadamente 13 000 g durante
30 segundos a temperatura ambiente.

o Decantar el sobrenadante, y resuspender los pellets con la punta de una
pipeta en 200 mL de solucion salina TG fria y se mantiene en hielo hasta
Su uso.

Tabla 3

Materiales y reactivos para elaboracion de células competentes

MATERIALES REACTIVOS
Centrifuga Caldo Luria-Bertani (LB)
Tubo de micro centrifuga de 1,5 ml Glicerol
Micropipeta CaCl,
Cepa de Pseudomonas fluorescens MgCl,
Tubos de ensayo Hielo

Nota: Materiales y reactivos necesarios para la elaboracion de Pseudomonas fluorescens

competentes
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Protocolo de transformacién de Pseudomonas fluorescens

e Transferir alicuotas (100 uL) de las células competentes a tubos de vidrio
de borosilicato de pared-fina (13 x 100 mm) pre-refrigerados en el hielo.

e Colocar alicuotas de 2,5 uL. que contiene el 100-1000 ng de plasmido
clonado previamente purificado y suspendido en 10 mM de Tris-HCl (pH
8,5) 0 agua estéril se afiadira a las células. (Un control negativo recibira
agua estéril en lugar de ADN de plasmidos)

e Incubar en hielo la mezcla de ADN y células durante 15 minutos.

e Calentar la mezcla a 37°C durante 2 min, e inmediatamente afiadir 500 uL
de caldo Luria Bertani (LB).

e Incubar con agitacion los tubos a 37°C durante 1 hora.

e Después de la incubacién, tomar una alicuota de 200-uL de cada
suspension celular y colocar en agar LB preparado con 200ug/mL con
ampicilina.

e Transferir el contenido restante de cada tubo a tubos de microcentrifuga,
y recoger las células por centrifugacion a aproximadamente 13000x
g durante 1 minuto.

o Resuspender en 200 uL de medio LB (a temperatura ambiente), y luego
esparcir en una placa de LB-ampicilina.

e Incubar las placas a 37°C durante 20-24 horas antes de contar las

colonias.
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MATERIALES

REACTIVOS

Tubo de vidrio borosilicato de pared- Caldoy agar Luria-Bertani (LB)

fina (13 x 100 mm)

Plancha de calentamiento

Ampicilina

Incubadora

Células competentes

Tubos de microcentrifuga

Plasmido purificado

Centrifuga Hielo
Cajas Petri Agua estéril
Micropipeta Tris-HCl

Nota: Materiales y reactivos necesarios para la transformacion de Pseudomonas

fluorescens competentes.

Una vez elaborada la transformaciéon se debe sembrar las bacterias

transformadas en medio King B, que permite la deteccién de sintesis de

pioverdina, como la cepa pertenece a P. fluorescens, los resultados de

pigmentacion segun Biorad ( 2009), en el medio de cultivo seran amarillo verdoso

débil ver Figura 4.
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Resultado en base a evidencia cientifica, del efecto de sider6foros de

Pseudomonas fluorescens sobre Fusarium oxysporum f. sp. cubense.

Tabla b

Tratamiento de Fusarium oxysporum con P. fluorescens en plantulas de tomate,
% Incidencia de enfermedad y % Control de la enfermedad

Tratamiento % Incidencia % Control de
de la
Enfermedad enfermedad
T1 Control - -
T2 Pseudomonas fluorescens cepa - -
SPs9
T3 Pseudomonas fluorescens cepa - -
SPs20
T4 Fusarium oxysporum 75 25
T5 Pseudomonas fluorescens SPs9 + F. 0 100
oxysporum
T6 Pseudomonas fluorescens SPs20 + 25 75
F. oxysporum
T7 Pseudomonas fluorescens SPs9 + F. 100 0
oxysporum + Hierro
T8 Pseudomonas fluorescens SPs20 + 75 25

F. oxysporum + Hierro

Nota: Los datos presentados en la tabla, representan el efecto de Pseudomonas
fluorescens productora de sideréforos contra Fusarium oxysporum en un total de
8 tratamientos. Tomado de Neha Arya, A. R. (2018). Biocontrol Efficacy of
Siderophore Producing Indigenous Pseudomonas Strains Against Fusarium Wilt
in Tomato. The National Academy of Sciences, India 2018.

Con base en a la bibliografia investigada se consider6 el estudio de Neha
Arya et al. (2018), en la cual realizé tratamientos con P. fluorescens y FOC en
plantulas de tomate para analizar el efecto de los sider6foros frente a Fusarium

oxysporum.
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Los ensayos fueron realizados en dos semanas permitiendo observar que
las plantulas inoculadas con P. fluorescens, controlaban la infeccion causada por
FOC. También se determind que, en presencia de hierro, la efectividad de P.
fluorescens para producir sideréforos disminuyo considerablemente (Neha Arya

et al., 2018).

Figura 14

Inhibicion de Fusarium oxysporum frente a sideroforos producidos por P.
fluorescens en presencia de diferentes concentraciones de hierro.
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Nota: Se puede observar que la zona de inhibicién de FOC va disminuyendo a
medida que se incrementa las concentraciones de hierro. Las lineas representan
las cepas productoras de sideroforos que van decreciendo, hasta que en la
concentracion maxima de hierro de 10 uy,, la inhibicion de FOC mediada por P.
fluorescens. Se ve afectada en su totalidad. Tomado de Neha Arya, A. R. (2018).
Biocontrol Efficacy of Siderophore Producing Indigenous Pseudomonas Strains

Against Fusarium Wilt in Tomato. The National Academy of Sciences, India 2018.
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Capitulo V: Discusién

El casete esté disefiado para expresar el factor sigma PbrA, esencial para
la sintesis de pioverdina en Pseudomonas fluorescens. La expresion de PbrA se
reprime en condiciones ricas de hierro de una manera dependiente de Fur (Sexton
et al.,, 1995 a). Kipngetich et al. (2017), menciona que en presencia de iones
ferrosos la proteina Fur se une naturalmente a una secuencia de ADN
denominada “Caja Fur”, que en este caso esta ubicada en la regién promotora del
gen PbrA. En este sentido, Sexton et al. (1996 b), indica que “todos los promotores
regulados por hierro en P. fluorescens requieren la presencia del factor sigma
alternativo PbrA para activar la respuesta génica en condiciones de bajo hierro”y
que la expresion constitutiva de PbrA permitira la biosintesis de pioverdina en
condiciones de alto contenido de hierro (Sexton et al., 1996b).

Segun Sexton et al. (1995a), la caja Fur en el gen PbrA, fue encontrada
aguas arriba de la region codificante y se han descrito tres posibles sitios de union
para esta proteina ubicados en la region 5’ de PbrA. Se conforman de 19 pb cada
uno y tienen homologia del 53-74% con la secuencia consenso de la caja Fur de
E. Coli. El primer sitio de union (TCAATTGACAATCATTATCA 149-168); presentd
el mayor porcentaje de similitud 74%, el segundo (GACAATCATTATCATTCAAC
155-174) 68% y el tercero (ATCATTCAACATAATTTGTC 165-184) 53% (Sexton
et al.,, 1995a). Se ha demostrado que la proteina Fur tiene afinidad por las 6
primeras bases para unirse a la caja de hierro (Baichoo & Helmann, 2002).

Como se puede observar en la Figura 9, la secuencia de la caja FUR se
encuentra aguas arriba de la regiéon codificante del gen o CDS. De este modo,
para el disefio del constructo genético se utiliz6 unicamente la region codificante

del gen PbrA que empieza con el codon de inicio en el nucleétido 252.
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Para tal efecto, mediante el software iPro54-PseKNC se identificé que la
mayoria de la secuencia de ADN anterior, a la regién codificante, pertenecian a
secuencias similares a promotores ¢>* con una puntuacion de similitud mayor a
0,5 y también regiones no promotoras menores a 0,5 como la secuencia de la caja
Fur. Ver Anexo 3. En consecuencia, el casete de expresion para el gen PbrA
consta de 748 pb como se muestra en la Figura 11, est4 formado inicialmente por
las secuencias consenso (prefijos y sufijos) otorgados por el tipo de ensamblaje
RFC10 que, en la actualidad, es el tipo de ensamblaje mas utilizado para unir

piezas de ADN de la base de datos de (iGEM Organization, 2020).

Seguido del prefijo, se encuentra un promotor constitutivo fuerte
BBa_J23102 del grupo Anderson de promotores constitutivos, separado de una
secuencia de ADN corta llamada cicatriz o scar (TACTAGAG), que es un
subproducto del ensamblaje RFC10 causada por las enzimas de restriccion Xbal
y Spel, las cuales poseen extremos cohesivos y compatibles generando cicatrices
al momento de la ligacion, debido a esto, no pueden ser escindidas por ninguna

enzima de restriccion (Peng Xu et al., 2012).

Las cicatrices siempre se las debe colocar al unir dos partes de ADN,
como la unién entre promotor y RBS o CDS y terminador, mientras que la cicatriz
es mas pequefa (TACTAG) en la union exclusivamente del RBS con la secuencia

codificante (Knight, 2003).

El sitio de union a ribosoma RBS BBa_B0030 que es el responsable del
reclutamiento del ribosoma, fue escogido de acuerdo a la caracterizacion de su
fuerza. Segun Mahajan et al. (2003), comparo la fuerza de unién entre otros tres
RBS de la misma familia (B0031, B0032, B0034), presentado mayor fuerza

relativa y eficiencia del 60% el RBS B0030.
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Debido al promotor constitutivo, el RBS fuerte y la delecién de la caja Fur
en el casete de expresion, se espera que la expresion de PbrA sea constitutiva,
ya que siempre estaria disponible como precursor de sintesis de pioverdina en P.
fluorescens (Sexton et al., 1995a). Cabe recalcar que la proteina Fur afectaria a
la cascada de genes necesarios para la sintesis de pioverdina debido a que
Pseudomonas fluorescens tienen varios sitios de unién a la proteina Fur en su

genoma (Ringel & Briser, 2018).

Para terminar el constructo genético se utiliz6 el terminador de la
transcripcién BBa_B0010, que consta de un tallo-bucle de 64 pb, compatible con
el ensamblaje RFC10 y 1064 usos, debido a su eficiencia de casi 100% en

aislados y sistemas purificados (Rettberg, 2003).

El pldsmido pUC-19 fue utilizado debido a su sitio de clonacion multiple,
tamafio pequefio, numero de copias intermedio a alto (500 de copias de ADN), es
compatible con el ensamblaje RFC10 y sobre todo es compatible con varios
sistemas de expresiébn como Escherichia coli y Pseudomonas sp. también
presenta resistencia a ampicilina como marcador de transformacion, un antibiético

en el que P. fluorescens no es sensible (Schweizer, 1991).

En tal sentido, Valencia et al. (2005), menciona que la produccion de
sideréforos por P. fluorescens, esta relacionado por la sensibilidad a algunos
antibiéticos como: cloranfenicol, tetraciclina, eritromicina y bacitrina, de los cuales

la mayor sensibilidad presentada ha sido por cloranfenicol.
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El modelo matemético determinista fue desarrollado mediante la Ley de
accion de masas (LAM), la cual establece que en una reaccion elemental donde
los coeficientes estequiométricos son uno, la velocidad de reaccion es
proporcional al producto de las concentraciones de los reactivos (Chellaboina et

al., 2009).

Asumiendo que las reacciones quimicas siguen la ley LAM y que los
valores en el sistema de reacciones son invariantes, se aplico la teoria de
Aproximaciones Quasi- estacionaria (QSSA), que se emplea en sistemas de
reacciones quimicas rapidas para la obtencién de relaciones algebraicas (Vega
de Prada & Lifian, 2016). Es decir que, bajo el método de QSSA, las reacciones

rapidas alcanzan el estado estacionario velozmente.

Vinculado al concepto de que las tasas de reaccion de enlace/desenlace
de la ARNpolimerasa son mucho méas rapidas que las de elongacion y
degradacién, su dinamica se vuelve despreciable, asumiendo asi un estado
constante. Esto permitié convertir la ecuacién diferencial correspondiente a una

algebraica (Pico et al., 2015).

Dentro de este marco, el proceso de transcripcion constitutiva del gen
PbrA, consta de tres etapas, union reversible de la RNApolimerasa al promotor
del gen, elongacion irreversible a lo largo del ADN para formar la copia de mRNA
y la degradacion irreversible del mRNA, por procesos activos y pasivos (Pico et

al., 2015). Ver Figura 8.

El modelo muestra que la sintesis de ARN mensajero aumenta hasta cierto
limite si el promotor tiene mucha afinidad por la ARN polimerasa, ya que también

se debe considerar las tasas de elongacion y el numero de copias del gen de la
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célula. Por otro lado, también representa la baja sintesis de ARNm. Esto ocurriria
si la RNAp libre se consume en otros procesos celulares, es por eso que se
considera que la ARN polimerasa y los ribosomas no son factores limitantes en el
sistema. Ver Ecuacion 7 en Anexo 4. De este modo, el gen PbrA es un valor
constante y depende del origen de replicacion y nimero de copias de plasmido

donde fue clonado (Vignoni, 2020).

En consecuencia, la transcripcion del mRNA es directamente proporcional
a la cantidad de proteina generada, es decir a mayor cantidad de mRNA, también
mayor cantidad de proteina PbrA. Por consiguiente, en las expresiones
matematicas resultantes se considera que la proteina PbrA generada esta
relacionada con la cantidad de mRNA transcrito, multiplicado por la tasa de
traduccion del mMRNA mensajero menos la degradacion de la proteina PbrA en un

intervalo de tiempo (Smadar & Davidson, 2009).

En virtud de los resultados, el constructo genético para la expresion del
gen PbrA, se ve reflejado en la tasa de transcripcion efectiva v, que se obtiene
con la tasa de transcripcion de ARNm (k,.) multiplicado por el nUmero medio de
copias de plasmido (C,,). De acuerdo a la Figura 13, la generacion de moléculas
de PbrA en 8, 33 horas seria de 666600 moléculas que equivalen a
1,1069x10~*¥mol, multiplicando por la cantidad de células viables segun

(Askeland & Morrison, 1983), la concentracion de proteina PbrA en 8, 33 horas

seria de 0,555 nmol/ml.
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El protocolo elaborado por Chuanchuen et al. (2002), es principalmente
practico para la preparacion de células competentes y transformacién quimica de
Pseudomonas sp., debido a su velocidad y eficiencia, resulta ser una alternativa
atractiva que otros métodos que consumen mas tiempo. Segun Rodriguez et al.
(2012), el método principal para transformar Pseudomonas sp., es por
electroporacién. Sin embargo, Diver et al. (1990) menciona que es un técnica mas
costosa y necesita instrumentacion mas técnica para su ejecucién, en
comparacion la transformacién quimica.

Chuanchuen et al. (2002) indica que con la modificacion adecuada del
protocolo, se puede adaptar para transformar otro tipo de bacterias, como ya se
ha demostrado para E. coli, obteniendo una eficiencia de transformacién de

1x10° transformantes/ug de ADN y en Pseudomonas de

1x10° transformantes /u g de ADN los datos son comparables con los resultados

obtenidos de Diver et al. (1990), que al transformar Pseudomonas por
. s transformantes
electroporacion obtuvo 1,5 x10 /ug de ADN - LOS resultados son

semejantes con el método de transformacién quimica.

A pesar de que existe mayor transformaciéon por el método de
electroporacion, Oswald (2016), sefiala que la transformacién quimica provee
resultados mas predecibles y se puede agregar mas volumen de ADN en el
proceso si la concentracion es muy baja. Este protocolo es adecuado para el
desarrollo de proyectos de investigacion debido a su eficiencia de transformacion
de Pseudomonas sp. y por el tiempo requerido, aproximadamente dos horas
desde el inicio de la preparacion de las células competentes hasta la siembra de

células transformadas (Chuanchuen et al., 2002).
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Asimismo, no requiere equipo especializado, fuera de la instrumentacion
general de un laboratorio de investigacion y también es efectivo para la
transformacion de ADN plasmidico en varias cepas mutantes, analisis de
complementacion y transferencia de plasmidos (Chuanchuen et al., 2002).

Segun la bibliografia investigada, la inoculacibn con Pseudomonas
fluorescens en plantulas de Musa balbisiana, como biocontrol para la infeccion F.
oxysporum, presentdé marchitamiento menos severo de las plantulas y mejor
crecimiento de las raices (Sivamani & Gnanamanickam, 1987). En tal sentido,
Neha Arya et al. (2018) realiz6 ensayos in vivo e in vitro de P. fluorescens
productora de sideréforos, para inhibir el crecimiento de FOC. Las zonas de
inhibicion en el ensayo in vitro mostraron una disminucion de diametro del hongo
en el medio de succinato estandar SSM, que inicialmente fue de 3,8 y disminuy6
a 3,4 cm, representando 58% de inhibicion.

Por otro lado, en el ensayo in vivo se realizé la inoculacién del hongo en
plantulas de tomate previamente inoculadas con y sin P. fluorescens resultando
una fuerte decoloracion de las raices debido a la infeccién (Neha Arya et al., 2018).

Sin embargo, la inoculacién previa de P. fluorescens, disminuyd
significativamente la gravedad de la enfermedad en comparacion con las plantulas
no tratadas con las bacterias, como lo mencionado por Sivamani &
Gnanamanickam (1987). Observando Unicamente un leve amarillamiento de las
hojas en un 20% de las plantulas tratadas. Ademas, que la previa bacterizacion

en las plantulas mejoro el crecimiento de raices (Neha Arya et al., 2018).
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Por otro lado, Santoyo et al. (2010) adicioné hierro al medio de cultivo con
P. fluorescens, e indico una disminucién considerable de la inhibicién por FOC,
coincidiendo con los resultados planteados por Neha Arya et al. (2018), (Figura
14) que, al adicionar diferentes concentraciones de hierro al medio de cultivo, se
pudo notar baja produccién de sideréforos al aumentar la concentracion de hierro.

Corroborando lo resultados presentados por De la Rosa et al. (2007),
indicando que con la presencia de hierro soluble(FeCl;) en el medio, la
produccion de sideréforos por P. fluorescences, disminuyd 30% la capacidad
inhibitoria frente a FOC. Por lo tanto, a medida que la concentracion de hierro
aumenta, el crecimiento del hongo también aumenta, siendo una relacién
exponencial. En tal sentido, P. fluorescens productora de sider6foros suprime el
marchitamiento de las plantas por competencia, es decir que, en la rizosfera de
las plantas, los sideroforos generan una ventaja competitiva por nutrientes y
espacio evitando el crecimiento de F. oxysporum (Valencia et al., 2005).

En efecto, si la rizosfera es abundante en Pseudomonas fluorescens, los
hongos fitopatbgenos no tienen la cantidad de hierro necesario para su
crecimiento, debido a los sider6foros bacterianos que atrapan todo el hierro
disponible en la rizosfera y crean una condicion de falta de hierro para los
patdgenos (Neha Arya et al., 2018). Por lo tanto, los hongos fitopatégenos se
inhiben en la rizosfera cuando las plantas se tratan con cepas bacterianas
colonizadoras de la rizosfera y productoras de sideroforos. La produccion de
sideroforos depende del contenido de hierro, el pH y la temperatura (Gaber et al.,

2020).
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Como se pudo observar en varias investigaciones, la inoculacion previa de
Pseudomonas fluorescens suprime los sintomas de la enfermedad y aumenta la
biomasa de las plantas, por eso, la aplicacion de este tipo de bacterias es una
alternativa prometedora para controlar el marchitamiento por Fusarium en
condiciones de campo (Pérez et al., 2015), ademas que el uso de bacterias
productoras de sideroforos puede aliviar el estrés ambiental por hierro (Visca et

al., 2007).

Capitulo VI: Conclusiones

Para el disefio del constructo genético se utilizé Uunicamente la regién
codificante de PbrA, descartando la secuencia de ADN desde el nucle6tido 1-251,
debido a que se identificO que esa parte del gen eran promotores naturales de
PbrA y la secuencia de la caja Fur (represor natural de la sintesis de pioverdina).

El casete esta disefiado para la expresion constitutiva del gen PbrA.

El casete de expresion de PbrA tiene un tamafio de 748 pb y estéa disefiado
para gue Pseudomonas fluorescens sintetice la proteina de manera constitutiva.
El constructo genético fue clonado in silico a partir del software Benchling en el
plasmido pUC-19 con el ensamblaje RFC10, se considerd la experiencia de
clonacién del plasmido pUC-19 y el nimero medio de copias de plasmido (500).
No se present6 errores debido a la afinidad del plasmido por el ensamblaje RFC10
y como marcador para la transformaciéon pUC-19 tiene resistencia al antibiético

ampicilina.



74

El modelo mateméatico fue realizado como modelo determinista para
representar la expresién constitutiva del gen PbrA, utilizando la Ley de Accién de
Masas (LAM) en el andlisis de los sistemas bioquimicos y la teoria QSSA, en la
relacion de los sistemas con expresiones algebraicas que permitieron predecir
cuantitativamente la cantidad aproximada de PbrA en el sistema de expresion
Pseudomonas fluorescens. La simulacion fue realizada en Matlab con la funcién

ODEA45 vy los resultados predijeron 666600 moléculas de PbrA en 8,33 horas.

El protocolo para transformar a Pseudomonas fluorescens se investigé de
acuerdo a la evidencia cientifica presentada que evaluaba la transformacién de
Pseudomonas sp. y Escherichia coli, la transformacion entre las dos especies fue
comparable. Ademas, el protocolo resulta ser muy practico para la elaboracién de
Pseudomonas competentes y es indicado para proyectos de investigacion debido
a que no requiere equipos sofisticados, es eficiente y el tiempo de trabajo es
Optimo.

Segun la bibliografia investigada Pseudomonas fluorescens es un
potencial biocontrolador para el hongo Fusarium oxysporum generando una
disminucion del crecimiento del hongo en un 75%, suprimiendo los sintomas de la
enfermedad y aumentando la biomasa de las plantas. Esta especie ayuda a que
las plantas no se marchiten por la infeccion causada por FOC, mediante un
mecanismo de competencia. Es decir, que atrapan el hierro del medio y asi otros
organismos no lo pueden utilizar para sus necesidades bioldgicas. De acuerdo a
la bibliografia investigada se puede concluir que Pseudomonas fluorescens es una

alternativa prometedora para el control de FOC en condiciones de campo.
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Capitulo VII: Recomendaciones

Es importante forjar conocimientos de modelacion matematica en sistemas
biolégicos y el uso de softwares matematicos para predecir los resultados de
experimentacion a lo largo de la carrera, ya que estas herramientas permiten tener
una aproximacion del resultado deseado al momento de la experimentacion en el
laboratorio. La modelacion matematica permite simular resultados deseados,

generando claridad al investigador en su proyecto de investigacion.

Probar la simulacién con modelacion estocastica para comparar resultados
entre el modelo determinista y el modelo estocastico y asi observar la variabilidad

de resultados en cada proceso.

Debido a la gravedad de la enfermedad ocasionada por FOC, se deben
realizar campafias y capacitaciones continuas, dirigidas a los productores de
platano y banano sobre la llegada de Fusarium oxysporum f.sp. cubense al pais,
asesorando sobre los métodos de prevencién y contencion de la posible llegada

del hongo a Ecuador.

Elaborar constructos genéticos para sistemas de expresion diferente a
Pseudomonas fluorescens pero que sean organismos autdctonos de la rizosfera
de la planta de platano y banano como algunas especies de Bacillus sp.

Sintetizar el constructo genético disefiado para la expresion de PbrA 'y
probar in vitro con los protocolos de transformacion investigados en una cepa de

Pseudomonas fluorescens.
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