Universidad de Concepcién
Facultad de Ciencias Naturales y Oceanograficas

USO DEL PIGMENTO DEINOXANTINA OBTENIDO DE DEINOCOCCUS SP
UDEC-P1 COMO PROTECCION A UV-B Y DANO OXIDATIVO APLICADO A

CEPAS SUSCEPTIBLES.

BEATRIZ BELEN SILVA AREVALO
CONCEPCION-CHILE
2020

Profesor Guia: Miguel Martinez Poblete
Dpto. de Microbiologia, Facultad de Ciencias
Biologicas

Universidad de Concepcién



Esta tesis ha sido realizada en el Departamento de Microbiologia de la Facultad de
Ciencias Biologicas, Universidad de Concepcion.

Profesor tutor

Dr. Miguel Martinez Poblete
Facultad de Ciencias Biologicas
Universidad de Concepcién

Comisién Evaluadora:

Dr. Carlos Tomas Smith Gallardo
Facultad de Ciencias Biologicas
Universidad de Concepcién

Dr.José Becerra Allende
Facultad de Ciencias Naturales y Oceanograficas
Universidad de Concepcién



AGRADECIMIENTOS

Me gustaria agredecer a todos quienes me apoyaron durante la realizacion de esta
tesis y me brindaron contencién. En especial a comparieros del laboratorio que
siempre estuvieron dispuestos a ayudar y resolver mis dudas. Ruth Contreras por
el apoyo técnico y al personal de el laboratorio de Quimica y Productos Naturales
por permitirme el acceso al rotavapor para la realizacion de este trabajo.

En segundo lugar a mi familia y amigos que me animaron en momentos de

cansancio y frustracion.

A mi profesor tutor Dr. Miguel Martinez Poblete que siempre estuvo dispuesto a
ayudar y resolver mis dudas en todos los temas concernientes. También por
apoyarme y darme la oportunidad de poder realizar este trabajo en momentos tan
dificiles como los que han acontecido en este ultimo semestre a nivel pais y mundial.
A pesar de la grave situacion de salud publica que estamos viviendo me apoyo para
poder presentar esta investigacion.



Tabla de Contenidos

AGRADECIMIENTOS ... iri i ires s ress s srns s ransssens s ransssansssranssransssannssranssrennsns 1-i
INDICE DE TABLAS Y FIGURAS ... eceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeneseneaaessseseneseneseneasenenns 1-iii
RESUNMEN ...t it iieeiieet i reea e res s reea s ransstenssransssansssranss s ansssransssanssssnnsssansssrnnsnranan 1-iv
A B S T R A C T .. ettt ieiiree s ieeaires s reasstrasssransssrasssransssansssransssansssransssansssransssanssssnnsnranss 1-v
IR | V) 3 To ] 01U 001 [ ] N [ 1
1.1 RADIACION UV EN LA TIERRA. ..t ttuttttneitneettertneettersteessneesneessnsesteessneestnsssnesssnsessesssnsesseessneessnessneessneesnns 1
1.2 NIVELES DE RADIACION UV ettt ettt et ettt e et et e et e et e e et e et e eeaneeatesansestnessneeesnessneessneennns 2
1.3 ESTRES CAUSADO POR RADIACION UV . ..ceuiiiiiiiiiieii ittt e e e et e et e ete e et e eate e et s eaaesaneeesnessneeesneennns 4
1.4 MICROORGANISMOS QUE PROSPERAN EN CONDICIONES DE ALTO ESTRES AMBIENTAL. tvvuuevrnertnereneeennersneeenneennns 5
1.5 MECANISMOS DE PROTECCION DE LOS MICROORGANISMOS FRENTE AL ESTRES EXOGENO Y ENDOGENO. ................ 6
1.6 EL GENERO DEINOCOCCUS. «.cvueeereeeeeeteeeeeeeteeeeteestesssessuesssnsssteessnesstnsssnesssnsesneessnsesneessnsestnessneessneennns 8
1.7 CEPAS SUSCEPTIBLES A ESTRES. 1vuutttuteuunersneeetnersneestersneessnessnesssnsesnesssnsessesssnsessesssneessesssnsessasesneessneesnns 15
HIPOTESIS. ... et iiee et cies e ia e res s rems s s ran s ranss sena s ransssanas s ansssansssannssranssrennnns 16
OBJETIVO GENERAL ... .ot iieeiie i ires i ress s sssa s res s sesa s sanss senasssansssensssranssrennnns 17
1.8 (O]=1] 3 1AV I = o 1 ol LTI 17
4. MATERIALES Y METODOS .....oeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaseeasseeesesessssesssesssnsssnesanssnnsennn 18
1.9 CEPAS BACTERIANAS. «.evvuettnertueesneesnessseesnnsssnssnnessnnsssnessnesssnsssnesssnsessesssnsessnsssnesssnessneessnseseessnsesnns 18
1.10 CRECIMIENTO BACTERIAND. 1..vvuuettnerrunersneeenneesneesnnessnesssnessnesssnsssnesssnsessesssnsessesssneessnsssneessnseseessnsesnns 18
1.11 EXTRACCION DEL PIGMENTO DEINOXANTINA DE DEINOCOCCUS SP UDEC-P1.....ccvvniiiiiiiiiieeiieeeeeeei e, 19
1.12 ENSAYO UV-B PARA LAS CEPAS BACTERIANAS C. PINATUBONENSIS AEO106Y E. coL/HB 101 EN AUSENCIA Y
PRESENCIA DEL PIGMENTO DEINOXANTINA. «1vvvuuereuunertruneeresueesesuneerssueessssneesssunsesssuneesssseeessssnsessssnsessssesesssnaneses 19
1.13 ENSAYO CON PEROXIDO DE HIDROGENO (H2032). cuuviiiiiiieeiiiiiiiiiiiee e eeeiirteee e e eeiiane e e e e siiiaaeeee e s e 20
1.14 ESTIMACION DE LA ACTIVIDAD PROTECTORA DEL PIGMENTO EN LAS CEPAS E. coL/HB 101 Y C. PINATUBONENSIS
AEO106, FRENTE A LA PRESENCIA DE PEROXIDO DE HIDROGENO (H2032). .evvvvvvriiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieereeeeesenenennennnnnnnnnns 20
B, RESULT ADOS ... iiiieiiee i irea i ree s rres s ranssrenss s rasssransssrasssransssansssransssensssrnnsnranns 21
1.15 CRECIMIENTO BACTERIAND. 1..vvuuettnierunersneeennersneessnessnesssnessnesssnsssnesssnsessesssnsessesssneessesssneessnsesneessnsesnns 21
1.16 EFECTO DE LA RADIACION UV-B EN LA SOBREVIVENCIA DE LAS BACTERIAS SUSCEPTIBLES. vevuevvenrernereneeesneesnnnnns 23
1.17 ENSAYO DE PEROXIDO DE HIDROGENO. ...vvuneirnieitneitneeetertneeetneesneeesneesneessnsesueessnsssnaessneessnessneessnsesneesen 25
1.18 EFECTO DE LA RADIACION UV-B EN LA SOBREVIVENCIA DE LAS BACTERIAS SUSCEPTIBLES EN PRESENCIA DEL PIGMENTO
DEINOXANTINA EXTRAIDO DE DEINOCOCCUS UDEC-PL....ceneiiiiiiieiie ettt et e e e e et e e et e eaeeeaeeaaeeesnesanneeen 27
(T o] E<T o3 U< (o] N [ 30
7. CONCLUSIONES..... ...t tciiiieiieiiiria i iiees i rres s iren s renssarasssransssrasssransssensssranssrensssransaranns 38
8. PROYECCIONES ... ...t iree i rris i ren s renas e raas s ransssranssransssansssransssensssrnnsaranns 38
9. LITERATURA ClITAD A . ... ieicres e ress e rss s rensssrass s ransssansssransssansssannssranssrannnns 39



iNDICE DE TABLAS Y FIGURAS

Figura. 1 Estructura quimica de la deinoxantina (obtenido de Lemee et al. 1997)........ccccvvveevvverivieeieeeninnns 12
Figura. 2 Cinética de crecimiento de las cepas bacterianas en estudio...........cccevveevvviiiiieeieeeesisiiieeee e e, 21
Figura. 3 Recuento viable de 1as cepas €N @StUIO. .....uiiiiiieiiiiiiiiee it e e e erareeee s 22

Figura. 4 Efecto de la radiacion UV-B en la sobrevida de las cepas bacterianas C. pinatubonensis AEO106 y E.
(o) [N o 1= 1 PRSPPI 23

Figura. 5 Porcentaje de sobrevivencia de cepas bacterianas C. pinatubonensis AEO106 y E. coli HB101 a la
eXPOSICION @12 rAIACION UV-B. ....ccceeiiiiieeee ettt ettt e ettt et e e e e s ettt a e e e e e ssatttaeaaeeesssssstsneaaaaenas 24

Figura. 6 Efecto de Perdxido de Hidrdgeno en la viabilidad bacteriana de la cepa C. pinatubonensis AEO106.
Concentraciones 1,3,5y 10 MM. CoNtrol: SiN HaO2. ..uuvuiiiiiiiiiiiiiiiiiee e ecciiieeee e e eesivree e e e s e eeibrneeee e e s esaesanes 25

Figura. 7 Efecto del Perdxido de Hidrégeno en la viabilidad bacteriana de la cepa E. coli
HB101.Concentraciones 1,3,5y 10 mM. Control: SiN HyOx...ceevvvviviiiiiiiiiiiiiiiiieeiiieeeeeeeeeeeeeeeeaeeaeeaevaaaaeasssaaeaaes 26

Figura. 8 Efecto de la radiacién UV-B en la sobrevida de la cepas bacterianas C. pinatubonensis AEO106 mas
la adicidén de una concentracion de 75 pug/ml del pigmento deinoXantina...........cccveeeeecieeeieiieeeccieee e, 28

Figura. 9 Porcentaje de sobrevivencia de cepas bacterianas C. pinatubonensis AEO106 y E. coli HB101 a la
exposicion a la radiacion UV-B mas la adicion de una concentracion de 75 pug/ml del pigmento el pigmento
EINOXANTING. ...ttt ettt ettt e ettt e ettt e+ ettt e e ettt e et e e e et e e e e aateeeeaatneaeenatneaeane 29

L-iii



RESUMEN

Teniendo en cuenta que la radiacion UV, ante la que se enfrentan muchos
microorganismos entre los que se incluyen las bacterias antarticas y patagonicas,
es un potente agente genotoxico que exhibe dos maximos con accion mutagénica
y letal (radiacion UV-A y UV-B), causantes de dafios directos sobre el ADN v,
secundariamente, produccion de Especies Reactivas de Oxigeno (EROs), se ha
llevado a cabo un estudio con la cepa Deinococcus sp UDEC-P1 aislada de la
Patagonia para demostrar su resistencia frente a este tipo de radiacion. Dicha
especie consta de una maquinaria eficiente para la reparacion del ADN;
principalmente, enzimas antioxidantes como la superdxido dismutasa (SOD) vy
catalasa (CAT), asi como, antioxidantes no enzimaticos (pigmentos carotenoides)
entre los que destaca la deinoxantina. Considerando su capacidad para secuestrar
peréxido de hidrogeno (H202) y anién radical superdxido (O27), se postula que este
pigmento protegera a microorganismos susceptibles frente a la exposiciéon a
radiacion UV-B y dafos por estrés oxidativo ocasionado por EROs. Por tanto, se
procedio a extraer el pigmento deinoxantina de la cepa Deinococcus sp. UDEC-P1
y se realizaron los correspondientes ensayos frente a la exposicion a la radiacion
UV-B para las cepas E. coli HB 101 y C. pinatubonensis AEO106 en ausencia y
presencia de dicho pigmento. Paralelamente, se efectuaron experimentos con H20»,
para estimar la actividad protectora de la deinoxantina. Los resultados confirman la
susceptibilidad de las cepas E. coli HB 101 y C. pinatubonensis AEO106 frente a la
exposicion a radiacion UV-B, ademas de la exposicion a H2O- utilizado como
generador de estrés oxidativo. Sin embargo, en presencia del pigmento, se observa
una proteccién en la C. pinatubonensis AEO106 ante la exposicion a radiacién a
UV-B a una concentracion de 75 ug/ml.

Palabras clave: Radiacion UV-B; Deinococcus sp UDEC-P1; pigmento
deinoxantina; especies reactivas de Oxigeno (EROs), H20-.



ABSTRACT

The UV radiation, which many microorganisms including Antarctic and Patagonian
bacteria face, is a powerful genotoxic agent that exhibits two maximums with
mutagenic and lethal action (UV-A and UV-B radiation), causing direct damage to
DNA and, secondarily, production of Reactive Oxygen Species (ROS). Taking that
into account a study has been carried out with the strain Deinococcus sp. UDEC-P1
isolated from Patagonia to demonstrate its resistance to this type of radiation. This
species has efficient equipment for DNA repair, mainly antioxidant enzymes such as
superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT), as well as non-enzymatic
antioxidants (carotenoid pigments), among which deinoxanthin stands out.
Considering its ability to sequester hydrogen peroxide (H202) and superoxide radical
anion (O%), it is postulated that this pigment will protect susceptible microorganisms
from exposure to UV-B radiation and damage from oxidative stress caused by ROS.
Therefore, the deinoxanthin pigment was extracted from the strain Deinococcus sp.
UDEC-P1 and the corresponding tests against UV-B radiation were performed for
the strains E. coli HB101 and C. pinatubonensis AEO106 in the absence and
presence of this pigment. At the same time, experiments with H2O> were carried out
to estimate the protective activity of deinoxanthin. The results confirm the
susceptibility of E. coli HB101 and C. pinatubonensis AEO106 strains to UV-B
radiation exposure, in addition to the exposure to H-O2 used as an oxidative stress
generator. However, in the presence of the pigment, C. pinatubonensis AEO106 is

protected against exposure to UV-B radiation at a concentration of 75 pg/ml.

Key words: UV-B Radiation; Deinococcus sp UDEC-P1; deinoxanthin pigment;
Reactive Oxygen Species (ROS), peroxide hydrogen.



1. INTRODUCCION

1.1 Radiacion UV en la Tierra

La luz solar es la principal fuente de radiacion sobre la Tierra, y esta compuesta por
un espectro continuo de radiacion electromagnética que se divide en tres partes
principales de longitudes de onda: ultravioleta (45%), visible (5%) e infrarroja (50%)
(Hussein 200%5). La radiacién UV abarca desde 100 a 400 nm, y es su vez sub-
clasificada en tres categorias: onda larga UV-A (315 - 400 nm), onda media UV-B
(280 — 315 nm) y onda corta UV-C (100 — 280 nm) (Di Capua 2011). La cantidad de
radiacion UV recibida en la superficie del planeta tiene implicaciones importantes
para la salud humana, los ecosistemas terrestres y acuaticos, los ciclos
biogeoquimicos y la calidad del aire (McKenzie et al. 2011).

Los ciclos biogeoquimicos influyen en la concentracion de gases traza en la
atmosfera, incluido el dioxido de carbono (CO3) y otros gases de efecto invernadero,
asi como los contaminantes del aire (Sulzberger et al. 2019). A la inversa, los ciclos
biogeoquimicos en los ecosistemas terrestres y acuaticos se ven afectados por los
cambios en el clima, el agotamieno del ozono atmosférico (O3) y calentamiento de
regiones polares, es decir, fenomenos como los aumentos en la frecuencia e
intensidad de los incendios forestales, sequias, el deshielo de los suelos del
permafrost y los eventos de precipitacién intensa, mas frecuentes y de mayor
duracion, en algunas regiones de la Tierra (Sulzberger et al.2019).

La investigacion sobre estos temas fue estimulada por la prediccion, hace mas de
30 anos, de que la capa de ozono estratosférica estaba en riesgo, pues su
agotamiento fue el mas pronunciado y que existirian aumentos consecuentes en la
radiacion UV-B, ya que la fraccion de radiacién que alcanzaba la superficie terrestre
seria cada vez mayor (Di Capua 201). Los aumentos de UV-B debidos a la
disminucion de las cantidades de O3 se observaron durante los afios 80 y 90,
especialmente en latitudes altas (> 60°) (McKenzie et al. 2011). Sin embargo, debido



al éxito del Protocolo de Montreal en la reduccién de las sustancias que agotan el
O3, esta ya no disminuye y en los sitios no contaminados, que no se ven afectados
por los cambios en la cubierta de nubes, los aumentos en los rayos UV no han
continuado en los ultimos afos (McKenzie et al. 2011).

1.2 Niveles de radiacion UV

En las ultimas décadas se ha establecido, que la radiacién UV corresponde a un
potente agente genotdxico (Ravanat et al. 2001). Los espectros de accion de
mutagenicidad y letalidad de la luz solar exhiben dos maximos, ambos ubicados en
la regién UV del espectro: UV-A y UV-B (Ravanat et al. 2001). La capa de ozono
absorbe eficientemente la radiacion hasta los 310 nm y por lo tanto filtra toda la UV-
C y la mayor parte de la UV-B (95%), en cambio, la radiacion UV-A no es absorbida
(Duthie et al. 1999).

El Protocolo de Montreal, centrado en reducir las emisiones y abundancias
atmosféricas de sustancias que causan el agotamiento del ozono (ODSs) (Bais et
al. 2015) esta funcionando, pero el Oztardara varias décadas en volver a los niveles
de 1980 (McKenzie et al. 2011). Las concentraciones atmosféricas de sustancias
que agotan el Oz estan disminuyendo, y las cantidades de la columna de este, ya
no esta en reduccion (McKenzie et al. 2011). Se espera que el O3 en latitudes
medias regrese a los niveles de 1980 antes de mediados de siglo, un poco antes de
lo previsto anteriormente (Bais et al. 2015). No obstante, existe desacuerdo sobre
la magnitud y la importancia estadistica de este aumento (Bais et al. 2015), ya que
las cantidades de Os total estan sujetas a una gran variabilidad afio a afio causada
por cambios en la circulacion atmosférica. (Bais et al. 2015). Ademas de que la tasa
de recuperaciéon sera mas lenta en latitudes altas (Bais et al. 2015), especialmente
en la Antartida, en las proximas décadas (McKenzie et al. 2011). Sin embargo, otros
factores ademas del Oz determinan la intensidad de la radiacion UV en la superficie
de la Tierra, como los componentes de la atmosfera (nubes, aerosoles), actividad
solar, asi como fendmenos de reflectividad superficies (Bais et al. 2015).



En Chile, varios Ilugares estan expuestos a la energia solar, con
altos niveles de radiacion UV (Orellana et al. 2018). Entre ellos, destacan el salar
de Huasco (3800 m.s.n.m.) (Pérez et al. 2017), que corresponde a un humedal
salino ubicado en el altiplano chileno. Determinado por atributos como su amplio
rango de salinidad, gran amplitud térmica diaria (-10 a +25°C) y una de las
radiaciones solares mas altas registradas en el mundo (sobre 1000 Wm-? de
irradiancia) (Pérez et al. 2017). El desierto de Atacama por su parte, se caracteriza
por su gran altitud, prevalente, condiciones sin nubes y sequedad extrema. Su clima
distintivo es el resultado de la confluencia de una zona subtropical de alta presion,
la corriente fria de Humboldt en la costa, vientos marinos, asi como el efecto de la
sombra andina de lluvia y posicion latitudinal de la region (Orellana et al. 2018) e
intensa radiacion solar UV- A y B (Cordero et al. 2016), pues las mediciones
espectrales realizadas en el rango de 0-5100 m de altitud, la irradiancia de la
superficie aumenta con la altitud en aproximadamente un 27% en el rango infrarrojo,
6% en el rango visible y 20% en el rango ultravioleta (Cordero et al. 2016). Aunque
la irradiacion UV-B representa una fraccion muy pequefia (0.2-0.3%) de la
irradiacion total, la irradiancia UV-B relativamente alta en el desierto de Atacama
requiere una cuantificacion cuidadosa debido a los posibles efectos adversos en la
biosfera (Cordero et al. 2016).

La Antartida se encuentra dominada por fuertes gradientes de temperatura (-10°C
a -2°C), salinidad (35-150%) e irradiacion (<0.1% a 1-5% de radiacién UV)
(Orellana et al. 2018). Propiedades altamente variables y en ultima instancia regidas
por la temperatura del aire y cubierta de nieve (Orellana et al. 2018). La
consecuencia principal del agotamiento del ozono, en este territorio, ha sido
identificada con efectos negativos asociados en los ecosistemas terrestres,
acuaticos y ciclos biogeoquimicos (Sulzberger et al. 2019).



1.3 Estrés causado por radiacién UV.

La radiacion UV-B produce danos directos en el ADN debido a reacciones
fotoquimicas en el ADN celular, las cuales involucran principalmente la absorcién
directa de fotones UV-B por las bases nitrogenadas. Mayoritariamente
constituyentes de pirimidina, incluyendo timina, citosina y la 5-metilcitosina en
menor medida (Ravanat et al. 2001). También se demostro recientemente que las
bases de purina de la misma manera, pueden ser objetivo de la radiacion UV-B,
aunque en menor proporcién (Ravanat et al. 2001). Los efectos quimicos de la
radiacion UV-B en el ADN se explican principalmente en términos de la formacién
de fotoproductos diméricos de bases nucleotidicas como dimeros de ciclobutano
pirimidina (CPDs), compuestos de pirimidina (6-4) y pirimidona ((6-4)-PP)
(Svobodoba et al. 2006), que involucran dos bases de pirimidina adyacentes:
citosina-citosina, citosina-timina o timina-timina, hidratos de pirimidina vy
entrecruzamientos entre ADN y proteinas (Mardones 2013), con un fuerte potencial
mutagénico, caracterizado por los altos niveles de transversiones aleatorias CC-TT
y C-T (Svobodoba et al. 2006). Aunque también se ha demostrado que induce dafo
oxidativo promoviendo la produccion de EROs, al igual que la radiacion UV-A (Shiu
& Lee 2005).

El efecto inducido por la radiacion UV-A en las células es principalmente indirecto
via procesos oxidativos iniciados por fotosensibilizacion enddgena, pues es poco
eficaz en inducir dafio directo en el ADN, ya que no es absorbida por el ADN nativo
(Alscher et al.1997). Luego de la exposicion a UV-A se generan EROs, tales como
H20., Oz y radicales OH-, que median el dafo a proteinas, lipidos y azucares
(Ravanat et al. 2001) y que oxidan la pentosa presente en el ADN rompiendo la
hebra de la molécula, (Diffey 1991).

A pesar de que este mecanismo de lesidon es aceptado para UV-A, recientemente
se ha reportado que este rango de la radiacion UV es capaz de inducir la produccion
de dimeros de ciclobutano pirimidina (CPDs), efecto de lesion directa del ADN,
caracteristico de la radiacion UV-B, en células de roedores (Rochette et al. 2003).



1.4 Microorganismos que prosperan en condiciones de alto estrés
ambiental.

La radiacion al igual que otros parametros como la temperatura, disponibilidad de
nutrientes, presion, desecacion, contaminacién y pH, son factores que deben
enfrentar los microorganismos, para esto poseen adaptaciones que les permiten
sobrevivir y reproducirse frente a estas circunstancias ambientales, consideradas
extremas para otros organismos (Tanghe et al. 2003).

El término extremofilo fue acufado por Macelroy en 1974 e incluye
microorganismos, plantas y animales que sobreviven en condiciones ambientales
consideradas extremas para el hombre (Kumar et al. 2010). Los microorganismos
extremdfilos tienen una distribucidon taxonomica amplia y son un grupo
funcionalmente diverso (Raddadi et al. 2015) que incluye termdfilos, psicrofilos,
acidofilos, alcaléfilos, haldfilos, barofilos o piezéfilos, metaldfilos y radidfilos. Estos
microorganismos producen enzimas extremdfilas (extremozimas) y biomoléculas
organicas protectoras (extremolitos) que les transmiten caracteristicas de
supervivencia en condiciones ambientales, consideradas extremas (Raddadi et al.
2015), es por ello que poseen el potencial de producir biomoléculas de gran
relevancia, como fuente de enzimas, y otros materiales bioldgicos para los sectores
biotecnologicos e industrial (Neifar et al. 2015). Ademas de su uso en el estudio de
la astrobiologia (Khodadad et al. 2017).

Las técnicas biotecnoldgicas modernas inducen o activan la biosintesis de los
pigmentos sensibles a la radiacion y las enzimas reparadoras del ADN para proteger
o proporcionar una oportunidad para que otros organismos vivan en un ambiente
rico en radiacién ultravioleta principal (radiacion UV mayor a 600 J m), que incluye
los espectros UV-A, UV-B y UV-C (Singh & Gabani 2011).

Los organismos resistentes se pueden cultivar en presencia de luz UV para inducir
genes que producen metabolitos que protegen contra la radiacidon (Singh & Gabani
2011). Se estima que algunos de estos compuestos, proporcionaran medicamentos
utiles, especialmente antibidticos y medicamentos contra el cancer, asi como

productos agricolas de importancia comercial (Kumar et al. 2010).



1.5 Mecanismos de proteccion de los microorganismos frente al estrés
exégeno y endogeno.

El estrés oxidativo enddégeno en los microorganismos aerobicos que utilizan el
oxigeno molecular (O2) se produce en la respiracion u oxidacion de nutrientes para
obtener energia. Los subproductos reactivos del oxigeno (EROs), tales como el
anion radical superoxido (O2-), peroxido de hidrogeno (H202), y el radical hidroxilo
(OH"), son generados continuamente en las células que crecen aérobicamente
(Cabiscol et al. 2000). La mayoria de estos productos derivan de la reduccidn
univalente del O2 catalizado por varias enzimas de la cadena respiratoria asociada
a la membrana (Cabiscol et al. 2000). Sin embargo, cuando se produce aumento de
los EROs, debido a parametros o factores de estrés de naturaleza fisica, quimica o
biolégica (Di Capua 2011), se conduce a un desbalance prooxidante en el sistema
biolégico que genera una situacidon conocida como estrés oxidativo (Di Capua
2011).

Todos los agentes exdgenos que dafan el ADN conocidos, inducen en
concomitancia, dafo oxidativo a otras macromoléculas celulares a través de la
produccion de EROs, incluida la radiacion ionizante, radiacion UV, desecacion,
entre otros (Slade & Radman 2011).

La carga anionica del Oz, le impide ejercer actividad electrofilica con moléculas
ricas en electrones (Di Capua 2011). Es por esto que solo puede reaccionar con
pocas biomoléculas, entre ellas las enzimas que contienen centros Fe-S, como
aconitasa y dehidratasas, con carga positiva local en los atomos de Fe, siendo
particularmente susceptibles al dafo oxidativo del anién (Imlay 2003). Esto tiene
como consecuencia no solo la pérdida de actividad enzimatica, sino también un
aumento intracelular de hierro que como se menciond, cataliza la produccion de
radical OH-, a partir de H202 (Kehrer 2000).



La importancia del H2O2 deriva de su capacidad para generar el intermediario mas
reactivo, el radical OH", que reacciona por difusibn con la mayoria de las
biomoléculas (Di Capua 2011). Las membranas lipidicas, especialmente los
fosfolipidos, que contienen acidos grasos poliinsaturados son particularmente
susceptibles a la peroxidacion, dada por la reaccién inicial del radical OH" con el
acido graso insaturado (Di Capua 2011; Wang & Schellhorn 1995). Un efecto
primario de la peroxidacion lipidica es una disminucién de la fluidez de la membrana,
que afecta las propiedades de esta y puede alterar significativamente las proteinas
unidas a ella (Wang & Schellhorn 1995). Como consecuencia, actua como un
amplificador, formandose mas radicales y los acidos grasos poliinsaturados se
degradan a una variedad de productos (Cabiscol et al. 2000). Algunos de ellos,
como los aldehidos, son muy reactivos y pueden dafiar moléculas como las
proteinas, provocando modificaciones de las cadenas laterales de aminoacidos vy,
en consecuencia, se altera su estructura. Entre los mas estudiados se encuentra el
malonaldehido (MDA) (Cabiscol et al. 2000).

El ADN es también un objetivo principal (Wang & Schellhorn 1995); los radicales
OH-, atacan tanto la base como las porciones de azucar, produciendo roturas de
cadena simple y doble en el esqueleto, aductos de grupos de base y azucar, y
enlaces cruzados con otras moléculas, lesiones que bloquean la replicacion (Di
Capua 2011; Cabiscol et al. 2000).

En ambientes de alto estrés oxidativo y radiacion (rayos UV, gamma y rayos X), los
radiéfilos prosperan debido a su capacidad para reparar dafios extensos en el ADN.
Los radidfilos se encuentran entre varios grupos microbianos y especies que
incluyen bacterias de los géneros Deinococcus, Bacillus, Rubrobacter y
Kineococcus, y la familia Geodermatophilaceae y cianobacterias, incluidos los
géneros Nostoc y Chroococcididisis (Raddadi et al. 2015), entre las especies
bacterianas, destacan Deinococcus radiodurans, Deinococcus radiophilus vy
Thermococcus radiotolerans (Neifar et al. 2015).



1.6 El género Deinococcus.

La condicion conocida como estrés oxidativo puede resultar en un grave peligro para
la vida celular, pues las EROs son conocidas por su citotoxicidad a través de
alteraciones en ADN, ARN, proteinas y lipidos tanto en la estructura y como en la
funcion (Zeng et al. 2017), la evolucion ha permitido el desarrollo de mecanismos
de detoxificacion de las EROs y de reparacion de los dafios por ellas producidos
(Zeng et al. 2017).

El género Deinococcus presenta una resistencia notable a una variedad de dafos
causados por la radiacion ionizante, la desecacion, la radiaciéon UV y los agentes
oxidantes (Gerber et al. 2015) sumado a su alta capacidad para reparar el dafio del
ADN en comparacion con otras especies bacterianas conocidas (Ranawat & Rawat
2017).

En los ultimos anos, los investigadores han comenzado a usar este género en
biotecnologia y biorremediacion (Gerber et al. 2015). Mas recientemente, la
secuenciacion de varios Deinococcus y el analisis genomico comparativo, han
proporcionado una nueva perspectiva sobre el potencial de este género (Gerber et
al. 2015). Las caracteristicas tales como la acumulacion de genes que codifican los
sistemas de limpieza, que eliminan los componentes téxicos de las células
organicos e inorganicos estan muy extendidos en el género (Gerber et al. 2015).
Las especies del género Deinococcus crecen a una temperatura que varia de 4 a
55 ° C y se han reagrupado en un linaje filogenético bacteriano distinto relacionado
con el género Thermus (Rainey et al. 2005). Los parientes mas cercanos de
Deinococcus son  Trueperaceae, Thermales (Marinithermus, Thermus,
Oceanithermus y Vulcanithermus); Ningun miembro de este género ha sido

implicado como patogeno (Gerber et al. 2015).



Se han aislado mas de 60 especies diferentes en ambientes muy diversos, tales
como como polvo de aire y muestra de aire , suelos del desierto, agua contaminada
por arsénico, ambientes frios en la Antartida, aguas termales, biopeliculas en la
superficie de las maquinas de papel, sitios radiactivos, intestino de una termita que
se alimenta de madera (Gerber et al. 2015), la superficie de la nave espacial
Phoenix en el Centro Espacial Kennedy de agencia espacial NASA, donde se
ensamblé la nave (Stepanov et al. 2014; Vaishampayan et al. 2014) y lagos
patagonicos chilenos (Fernandez et al. 2012)

Deinococcus radiodurans cepa R1 fue la primera deinobacteria descubierta, aislada
en 1956 de la carne enlatada irradiada con rayos X (Anderson et al. 1956). D.
geothermalis es una bacteria termdfila resistente a las radiaciones reportado de
aguas termales (Ferreira et al. 1997). D. geothermalis y D. radiodurans son
igualmente resistentes a la radiacion ionizante y UV a sus temperaturas de
crecimiento 6ptimas de 50 y 32 ° C, respectivamente (Ferreira et al. 1997). Ambos
tienen un conjunto conservado de genes responsables de la resistencia extrema
(Ferreira et al. 1997). La supervivencia de las bacterias Deinococcus después de la
irradiacion ha dado lugar a algunas descripciones caprichosas, incluyendo que
tenian un origen extraterrestre (Ranawat & Rawat 2017). Sin embargo, la
comparacion del genoma completo de D. geothermalis con D. radiodurans y dos
especies de Thermus, ha establecido firmemente los pasos evolutivos que llevaron
a la aparicion del grupo Deinococcus-Thermus en sus ancestros terrestres
(Makarova et al. 2007).

El género Deinococcus, originalmente identificado como Micrococcus, corresponde
a bacterias no esporulantes en forma de bacilos o coccoides (Ranawat & Rawat
2017). Deinococcus a menudo forma tétradas (Gerber et al. 2015).

La mayoria de las bacterias se pueden clasificar facilmente como Gram-positivas o
Gram-negativas debido a la presencia o ausencia, respectivamente, de una pared
celular gruesa de peptidoglicano. La envoltura celular de Deinococcus difiere segun
la especie y muestra una estructura y composicion inusuales (Gerber et al. 2015).



Deinococcus indicus, D. grandis y D. deserti cepa YIM 007T poseen tinciéon Gram-
negativa, mientras que la mayoria de las otras especies de Deinococcus presentan
tincion Gram-positiva (Gerber et al. 2015).

Segun lo sefialado por Makarova et al. 2001, las siguientes seis capas de la
envoltura celular se han identificado mediante microscopia electronica, en D.
radiodurans (i) la capa mas interna es la membrana plasmatica comun a todas las
células y esta compuesta de lipidos inusuales, incluidas las cadenas de alquilamina,
(i) le sigue una pared celular de peptidoglicano (iii) la tercera capa es unica y puede
estar compuesta por una matriz de pequefios compartimentos no caracterizados,
(iv) la cuarta capa es otra membrana y es la membrana externa, (v) la quinta capa
es una zona electrolucida distinta y (vi) la sexta capa consiste en subunidades de
proteinas hexagonales empaquetadas regularmente (conocida como capa S o capa
intermedia empaquetada hexagonalmente).

D. radiodurans puede crecer bajo radiacion ionizante (dosis de hasta 20 kGy de
radiacion gamma) y bajo radiacion UV (dosis de hasta 1.000 J m) (Kumar et. al
2010). Su estrategia de supervivencia consiste principalmente en la induccion de
ciertos genes, proteinas y enzimas especificas de la via en el mecanismo de
reparacion del ADN (Singh & Gabani 2011).

El sistema de eliminacion de EROs en D. radiodurans consisten en enzimas
antioxidantes como la SOD y la CAT que juegan un papel importante en la
resistencia de D. radiodurans (Tian et al. 2009), la actividad de la SOD es 6 veces
y la CAT es 30 veces mas alta que la de Escherichia coli (Zeng et al. 2017). La
enzima SOD representa la primera linea de defensa de las células frente al estrés
oxidativo, cataliza la conversién del radical anion superdxido en peroxido de
hidrogeno y oxigeno (Rosales 2006). Las CAT también forman parte de la defensa
de las bacterias frente al estrés oxidativo, catalizan la descomposicidén del perdxido
de hidrégeno, transformandolo en agua y oxigeno (Rosales 2006).
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Ademas varias propiedades metabdlicas ayudan a este microorganismo a superar
el estrés oxidativo (Slade & Radman 2011): protedlisis e importacion de péptidos y
aminoacidos exogenos, la conversibn de glucosa en precursores de
desoxinucleodsidos trifosfatos (ANTP), supresion de la produccion de EROs por la
induccion del bypass de glioxilato del ciclo del acido tricarboxilico (TCA) y una
reduccion en el numero de enzimas de la cadena respiratoria y enzimas con grupos
de hierro-azufre, y granulos de almacenamiento de carbohidratos y polifosfatos
(Slade & Radman 2011; Krisko & Radman 2013).

Como bacteria proteolitica, D. radiodurans codifica sistemas para la degradacion de
proteinas y el catabolismo de aminoacidos (Slade & Radman 2011). Se postula que
el reciclaje de proteinas que no sobrevivieron a las condiciones de estrés, minimice
las demandas biosintéticas y contribuya a los complejos antioxidantes de
aminoacidos y péptidos con manganeso, pues esta cepa tiene un contenido de
manganeso intracelular excepcionalmente alto, que esta presente como pequefios
complejos con ortofosfato y péptidos, que al eliminar O y H202, protegen
especificamente las proteinas contra el dafio oxidativo (Slade & Radman 2011).

El metabolismo de la glucosa tambien es importante para la recuperacion de los
agentes que dafian el ADN (Slade & Radman 2011).

Ademas, presenta mecanismos no enzimaticos principalmente pigmentos
carotenoides como el licopeno, B-caroteno y deinoxantina, esta ultima con una
mayor habilidad para secuestrar H.O; (Slade & Radman 2011) y 'O (Tian et al.
2007). Los carotenoides son un grupo de pigmentos con propiedades antioxidantes
que se distribuyen por igual entre diferentes grupos de organismos con funciones
que abarcan desde los elaborados procesos de proteccion contra las EROs que
ocurren en condiciones de estrés oxidativo (Farci et al. 2016) hasta la fotoproteccion
relacionada con la fotooxidacion en organismos fotosintéticos (Farci et al. 2016).

Se ha descrito a algunos pigmentos como los carotenoides como “atrapadores”
eficaces de EROs (Fraser & Bramley 2004). El O: transfiere la energia al
carotenoide generando el estado base de oxigeno (*02) y el estado de triplete del

carotenoide, que vuelve a su estado fundamental por la liberacion de su energia
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(Foote 1968). Los carotenoides protegen al ADN del dafio oxidativo, a las proteinas
de carbonilacién y a las membranas de peroxidacion lipidica (Slade & Radman
2011). La deinoxantina es un carotenoide monociclico que contiene funciones de
unién al oxigeno, como los grupos hidroxilo y cetonicos, organizados en un extremo
2-hidroxi-4-oxo-B (Fig.1) (Tian et al. 2009), que existe de forma peculiar en
Deinococcus y esta relacionado con el color de la cepa (Zeng et al. 2017), conocida
por su capacidad para eliminar las EROs y, en general, por sus propiedades
antioxidantes (Ji 2010). Debido a sus caracteristicas estructurales, la deinoxantina
cae en el grupo reactivo de las xantofilas, a causa de su contenido de oxigeno, son
mas polares que los carotenoides normales y también mas reactivos, lo que explica
sus propiedades bioldgicas (Farci et al. 2017). Ademas, como es tipico de los
carotenoides, la larga cadena de polieno e incluso su grupo hidroxilo asociado en la
posicion C-1 ' puede jugar un papel fundamental en la configuracién de estas
propiedades (Farci et al. 2017).

Deinoxanthin

Figura. 1 Estructura quimica de la deinoxantina (obtenido de Lemee et al. 1997).

Se descubrid que este carotenoide estaba involucrado en la proteccion de la
bacteria de la luz UV-C, durante la desecacion (Farci et al. 2016). Investigaciones
anteriores descubrieron que Crtl, CrtBy CrtO corresponden a tres genes principales
que influyen en la biosintesis de la deinoxantina, la eliminacion de estos genes hizo
que la bacteria perdiera su coloraciéon (Zeng et al. 2017) y que sufriera
hipersensibilidad frente al estrés oxidativo inducido por EROs (Tian et al. 2009).
Un mutante incoloro aislado de la cepa parental de D. radiodurans es
aproximadamente 100 veces mas sensible al tratamiento que la de tipo salvaje, al
H202 a una concentracion de 50 mM (Farci et al. 2016).
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No obstante, otro estudio demostré que D. radiodurans era casi 100 veces mas
sensible que E. coli (una bacteria no carotenogénica) al oxigeno singlete ('O2)
producido fotodinamicamente a partir de la luz visible (Farci et al. 2016). Sin
embargo, D. radiodurans exhibié aproximadamente cinco ordenes de magnitud

mayor resistencia que E. coli a H202 (10 mM) (Farci et al. 2016).

Ademas, la deinoxantina ha sido descrita como un cofactor no covalentemente
unido a la proteina A (Farci et al. 2017), constituyente principal de la capa S que
corresponde a matrices paracristalinas bidimensionales de proteinas o
glicoproteinas (Farci et al. 2016), que cubren el lado externo de la pared celular, y
contribuye a proporcionar diferentes propiedades, desde la forma hasta la
proteccion celular (Farci et al. 2017). Estudios con mutantes a las que se le elimind
la proteina A de la capa S mostraron una disminucion significativa de la resistencia
a la radiacion UV-C, especialmente en condiciones de desecacion (Farci et al.
2016). Ademas, se demostroé que la misma proteina se une a la deinoxantina, un
potente antioxidante con caracteristicas espectrales que podrian proporcionar la
base para el posible mecanismo de resistencia a la radiacion UV (Farci et al. 2016).

Las bacterias antarticas y patagénicas, como consecuencia de la disminucion de la
capa de ozono, se encuentran mas expuestas a elevada radiacion ultravioleta,
ademas deben hacer frente condiciones extremas debido a las bajas temperaturas
(Helbling et al. 1995). Pues en ambientes frios, los microorganismos estan
frecuentemente expuestos a un aumento del estrés oxidativo, debido a su menor
demanda de ATP y la acumulacion de electrones derivados de la cadena
respiratoria, que aumentan concomitantemente la sintesis de moléculas de EROs,
sin embargo, para ello poseen distintas estrategias de supervivencia (Fernandez et
al. 2012). Para este estudio se utilizé la cepa patagonica, Deinococcus sp UDEC-
P1 cepa aislada de muestras de agua de lagos patagonicos chilenos (Fernandez et
al. 2012). La Patagonia se distingue por estar compuesta por una extensa
estructura de fiordos frios y canales. Los lagos estan caracterizados por una baja
concentracion de nutrientes y bajo contenido de carbono organico disuelto (Aguayo
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et al. 2017) ademas de variaciones de temperaturas afectadas por la temporada
que van desde -4°C en invierno hasta 20°C en verano como lo que ocurre en el caso
del Lago Gris (Aguayo et al. 2017). Se ha informado ademas la presencia de
formado numerosos campos hidrotermales (Orellana et al. 2018), que incluyen las
termas de Porcelana y las aguas termales de Cahuelmo, que contiene aguas ricas
en minerales metalicos y elementos como como pirita, polonio, magnetita y
calcopirita (Orellana et al. 2018). Por otro lado, las aguas termales de Porcelana
estan ubicadas a 100 m.s.n.m. en el norte de la Patagonia. Porcelana es un
manantial pristino caracterizado por una bastante extensa gradiente térmico (38°-
69°C) y pH neutro (Orellana et al. 2018).

Deinococcus sp UDEC-P1 se caracteriza por ser una cepa que se tife de Gram
positiva, aunque su envoltura celular comparte algunas caracteristicas con las
bacterias Gram negativas (Lin et al. 2016) como su pared celular multicapa,
propiedad estructural del género Deinococcus (Fernandez et al. 2012) vy
composicion lipidica (Slade & Radman 2011), con temperatura de crecimiento de
30°C (Tapia 2017). Deinococcus sp cepa UDEC-P1 posee un circuito de Quorum
Sensing completo, y esta propiedad esta relacionada con el estrés oxidativo,
permitiendo que la especie colonice ambientes que se consideran extremos
(Fernandez et al. 2012), ya que un estresor puede aumentar la expresion de un gen
similar a luxS en el género, que codifica para LuxS-ribosilhomocisteinasa, esta
enzima es la responsable de la sintesis de la sefal Al-2 que corresponde a un
receptor del circuito de Quorum Sensing, que aumenta a su vez la transcripcion de
genes que participan en la respuesta a un aumento de estrés oxidativo (Fernandez
et al. 2012).

Deinococcus sp UDEC-P1, posee particularidades estructurales similares a D.
radiodurans (Fernandez et al. 2012), como su resistencia a multiples estresores
entre ellas, la radiacion UV, pues absorbe en el rango de los 300 nm
aproximadamente, lo que sugiere que puede participar en la absorcion de la
radiacion ultravioleta, debido a que la luz ultravioleta, tiene una longitud de onda

entre 1nm y cerca de 380 nm, donde comienza el espectro visible, radiaciones

14



ionizantes, desecacion, entre otros (Tortora et al. 2007). El sistema de eliminacion
de EROs descrito para esta especie bacteriana consiste en enzimas antioxidantes
como la SOD y CAT principalmente, ademas de antioxidantes no enzimaticos,
principalmente pigmentos carotenoides, similar a la deinoxantina de Deinococcus
radiodurans (Tapia et al. 2019) con una gran eficiencia para secuestrar HoO2 y Oz
(Lemee et al. 1997) sin embargo no participaria directamente en proteger al ADN
(Mardones 2013).

1.7 Cepas susceptibles a estrés.

La cepa y Cupriavidus pinatubonensis JMP134 caracterizada por ser aerobia, Gram
negativa, no esporulada y flagelada. Se puede encontrar tanto en el suelo como en
el agua. Posee crecimiento optimo a 30°C (Sato 2006) y es un modelo de
biodegradacién de cloroaromaticos (Peréz et al. 2008), pues al igual que muchas
otras bacterias ambientales, utiliza una gama de estos compuestos como fuentes
de carbono degradando a partir de vias bioquimicas especializadas (Pérez et al.
2015), ya que transporta el conjunto completo de genes de tfd que codifican la via
enzimatica para la completa mineralizacion de compuestos como el acido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D) y 4-metil-2-clorofenoxiacetato (MCPA) (Svenningsen et
al. 2017)

Esta bacteria, asi como el derivado isogénico resistente a tetraciclina Cupriavidus
pinatubonensis AEO106, se ha estudiado extensamente en relacion con la
comprension de la degradacion de xenobidticos del tipo cloroaromaticos

(Svenningsen et al. 2017).

La radiacion UV solar ha sido reconocida durante mucho tiempo como un agente
nocivo capaz de interferir con el crecimiento normal de E. coli (Muela et al.2002;
Pizarro 1995). Los efectos letales de la radiacion UV-B causa la formacioén dimeros
de timina en los acidos nucleicos de las células expuestas a la radiaciéon (Muela et
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al.2002), ademas de potenciar reacciones fotodinamicas con la posterior formacion
de radicales libres (Muela et al.2002).

E. coli HB101 es una cepa auxotréfica de tipo K12 para leucina, prolina y tiamina
(Rothen et al. 1998). E. coli HB101 pGEc47 recombinante contiene un plasmido con
los genes de oxidacion de alcano de Pseudomonas oleovorans para la conversion

de alcanos a los respectivos acidos alcanoicos (Rothen et al. 1998).

Se espera presentar, a través de esta tesis , las bases para determinar un posible
efecto de proteccion frente a la radiacion UV-B y dafio oxidativo, utilizando como
modelo células bacterianas, para contribuir con antecedentes, sobre si este efecto,
es potencialmente extrapolable hacia otras células. Pues se conoce que este
pigmento posee efectos protectores para células neoplasicas, pues mostraron una
actividad citotoxica a una concentracion de 40 pg/ml (Tapia et al. 2019).

Considerando lo anterior se postula la siguiente pregunta

¢ El pigmento Deinoxantina obtenido de Deinococcus sp. UDEC-P1, protegera de la
radiacion UV-B, y de la presencia de EROs, a cepas bacterianas susceptibles como
E. coliHB101 y C. pinatubonensis AEO106?

2. HIPOTESIS

Considerando las caracteristicas del pigmento deinoxantina, como su eficacia para
secuestrar peroxido de hidrogeno (H202) y anion radical superoxido (O27) y su
contribucion a la resistencia a la radiacion UV, se postula que este pigmento,
protegera a microorganismos susceptibles frente a la exposicidén a radiacion UV-B
y dafos por estrés oxidativo ocasionado por EROs como, H20-.
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3. OBJETIVO GENERAL

Determinar si el pigmento deinoxantina obtenido de Deinococcus sp. UDEC-P1
protegera, frente a la radiacion UV-B y al dafo oxidativo a cepas bacterianas
susceptibles a la radiacion como Escherichia coli HB101 y C. pinatubonensis
AEO106.

1.8 Objetivos Especificos.

1.- Determinar la sobrevida de las cepas E.coliHB101 y C. pinatubonensis AEO106,
expuestas a radiacién UV-B en presencia y ausencia del pigmento deinoxantina
obtenido a partir de la cepa Deinococcus sp. UDEC-P1.

2.- Determinar en las cepas E. coli HB101 y C. pinatubonensis AEO106, el efecto

protector de la deinoxantina frente a la presencia de EROs como, H20-.
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4. MATERIALES Y METODOS

1.9 Cepas bacterianas.

Las cepas utilizadas corresponden a Deinococcus sp UDEC-P1, C. pinatubonensis
AEO106 y E. coli HB 101, las cuales pertenecen a la coleccion de cepas existentes
en el Laboratorio de Microbiologia Basica y Biorremediacion del Departamento de
Microbiologia de la Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad de
Concepcion. Deinococcus sp UDEC-P1 y Cupriavidus pinatubonensis AEO106
fueron incubadas a 30°C y E. coli HB101 a 37°C, todas fueron cultivadas en caldo
LB durante 48 h. Todos los ensayos fueron realizados por triplicado para la
validacion estadistica de los datos a obtener.

1.10 Crecimiento bacteriano.

Para las cepas Deinococcus sp UDEC-P1, C. pinatubonensis AEO106y E. coli HB
101 se utilizaron matraces de 100 ml que contenian 50 ml de caldo LB, los cuales
fueron inoculados con cultivos de cada cepa correspondiente con aproximadamente
1x10° UFC/mI de densidad celular. Posteriormente fueron incubadas a 30°C para el
caso de C. pinatubonensis AEO106 y Deinococcus sp UDEC-P1 con agitacion
constante de 120 rpm, para esta ultima (Svenningsen et al. 2017; Tapia 2017;
Mardones 2013) y para el caso de E. coli HB 101 incubada a 37°C (Rothen 1998).

Se determiné el crecimiento bacteriano mediante densidad optica a 600 nm en
espectrofotometro (TU-1810 Split Beam, UV-VIS Spectrophotometer, Bausch &
Lomb) (Mardones 2013) obteniendo alicuotas de 1 ml al inicio del experimento y
luego de incubar por 2,4, 6,8,10,12,14, 24,26,28,30,32 y 48 h, ademas de recuento
en placa de células viables por la técnica de la microgota, a los tiempos 0,10,32 y
48 h.
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1.11 Extraccién del pigmento deinoxantina de Deinococcus sp UDEC- P1.

La cepa bacteriana pigmentada, Deinococcus sp UDEC-P1 fue cultivada en
matraces Erlenmeyer conteniendo 1 L de caldo LB en agitacion constante a 120 rpm
a 30 °C hasta alcanzar una densidad celular de 1,0x10° UFC/ml. El contenido fue
centrifugado a 9000 g por 5 minutos a 4 °C (Fernandez et al. 2012). El pellet celular
fue lavado 3 veces con agua destilada estéril, y nuevamente centrifugado y
resuspendido en 25 ml de metanol. El contenido fue centrifugado a 5000 rpm por 20
minutos, el sobrenadante filtrado a través de filtros de acetato de celulosa de 0,22
Mm y posteriormente concentrado por evaporacion a presion reducida, el extracto
seco fue reextraido con acetona, concentrado en rotavapor y finalmente

almacenado a 4° C (Tapia et al. 2019).

1.12 Ensayo UV-B para las cepas bacterianas C. pinatubonensis AEO106 y E.

coli HB 101 en ausencia y presencia del pigmento deinoxantina.
Para evaluar el efecto de la radiacion UV-B, en las cepas bacterianas C.
pinatubonensis AEO106 y E. coli HB 101 se cultivaron en caldo LB a 30°C y 37°C
respectivamente, por 48 h; luego, alicuotas de 1 ml se lavaron 3 veces con medio
salino minimo (MSM), centrifugando a 5000 r.p.m. por 5 minutos finalmente el pellet
de células fue resuspendido en 9 ml de MSM (Gerhardt 1981). Esta resuspension
bacteriana, se dispuso en una placa Petri, cuya altura de la suspension bacteriana
no supero 2 mm (Slaninova et al. 2018; Mardones 2013) y se obtuvo una alicuota
de 0,5 ml al inicio del experimento. Posteriormente se expuso a una lampara de tipo
UV-B con una altura de 15 cm (Watrin & Prieur 1996). Las suspensiones
bacterianas, se expusieron radiacion UV-B durante 1, 2, 5, 10 y 15 minutos. Se
determind la sobrevida bacteriana mediante recuento de células viables por la
técnica de la microgota sembrando por triplicado, alicuotas de 20 ul de las diluciones
seriadas en la superficie de placas con agar LB.

Se utilizo el mismo protocolo descrito anteriormente, pero se realizé el ensayo frente

a la exposicion a radiacion UV-B adicionando el pigmento deinoxantina extraido de
Deinococcus sp UDEC-P1, a una concentracion de 75 pg/ml (Tapia et al. 2019).
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1.13 Ensayo con Perdoxido de Hidrogeno (H20.).

Desde un cultivo bacteriano en LB, conteniendo aproximadamente 107 UFC/ml de
las cepas C. pinatubonensis AEO106 y E. coli HB 101, se agregd perdéxido de
hidrégeno (H2032), a las concentraciones de 1, 3, 5 y 10 mM (Mardones 2013). Se
obtuvieron alicuotas de 0,5 ml al inicio del experimento, y cada 10 minutos hasta
completar los 30 minutos ademas de un control sin peroxido. Con el propésito de
evaluar la sobrevida de las cepas por la exposicion a H.O2 Se determiné el recuento
de bacterias viables por el método de la microgota (Wang & Schellhorn 1995).

1.14 Estimacion de la actividad protectora del pigmento en las cepas E. coli
HB 101 y C. pinatubonensis AEO106 , frente a la presencia de Peréxido
de Hidrogeno (H203).

Utilizando el protocolo descrito en el punto 3.5, se realizé el ensayo frente a la

exposicion a H202 en las cepas en estudio, pero adicionando el pigmento

deinoxantina, a una concentracion de 75 pyg/ml (Tapia et al. 2019).
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5. RESULTADOS

1.15 Crecimiento bacteriano.

La cinética de crecimiento se muestra en la (Figura 2) de las cepas bacterianas,
cultivadas a 30 °C para el caso de Deinococcus sp UDEC-P1 y C. pinatubonensis
AEO106 y 37°C para E. coli HB101. Durante 48 h. Mediante densidad Optica y

recuento de células viables cultivables a las 0,10,32 y 48 horas (Figura 3).

16 +
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0,2
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——Deinococcus UDEC-P1 —e—E.coli HB101 -aC. pinatubonensis AEO106

Figura. 2 Cinética de crecimiento de las cepas bacterianas en estudio.
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Figura. 3 Recuento viable de las cepas en estudio.
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1.16 Efecto de la radiacion UV-B en la sobrevivencia de las bacterias
susceptibles.

Se determiné la sobrevivencia bacteriana de las cepas en estudio C. pinatubonensis

AEO106 y E. coli HB101, a la radiacion UV-B, realizando recuento viable de las

cepas al inicio del experimento y luego de someter a pulsos de 1,2,5,10 y 15 minutos

(Figuras 4 y 5).
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Figura. 4 Efecto de la radiacion UV-B en la sobrevida de las cepas bacterianas C. pinatubonensis
AEO106 y E. coli HB101.
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Figura. 5 Porcentaje de sobrevivencia de cepas bacterianas C. pinatubonensis AEO106 y E. coliHB101 a la
exposicién a la radiacion UV-B.

Para 1 minuto de exposicion el recuento de células viables de la cepa C.
pinatubonensis AEO106 decrece un 56% (5,32 logaritmos) aproximadamente, para
los 2 minutos un 86% (8,13 logaritmos) y para los 5 minutos un 94% (8,87
logaritmos) y a los 10 y 15 minutos disminuye en un 100%, no siendo detectada
mediante la técnica de recuento viable. Produciéndose muerte celular con respecto
a la densidad celular inicial de 10° UFC/mI (9,43 Log UFC/ml), pues la disminucion
en la viabilidad en mas de 3 logaritmos se considera muerte celular segun el criterio
de Pearson et al. 1980 (Figuras 4 y 5).

Mientras que la cepa E. coli HB101 disminuye su sobrevivencia al minuto de
exposicion en un 100% y durante el transcurso del tiempo de ensayo (15 minutos
en total) no siendo detectada por la técnica de recuento viable. Produciéndose
muerte celular (Pearson et al. 1980), con respecto a la densidad celular inicial de
10° UFC/ml (8,95 Log UFC/mlI) (Figuras 4 y 5).
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1.17 Ensayo de Peréxido de Hidrégeno.

Se realizé un ensayo de viabilidad en presencia de Perdxido de Hidrogeno para
determinar el efecto que produce un aumento de H>0O2 en el medio y como puede
influir en el crecimiento bacteriano. Para ello se realizé recuento viable de las cepas
en estudio C. pinatubonensis AEO106 y E. coli HB101 al inicio del experimento y

durante 30 minutos utilizando las concentraciones de 1,3,5 y 10 mM de H20>

(Figuras 6y 7).
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Figura. 6 Efecto del Peroxido de Hidrogeno en la viabilidad bacteriana de la cepa C. pinatubonensis
AEO106. Concentraciones 1,3,5 y 10 mM. Control: sin H20x2.
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Figura. 7 Efecto del Peroxido de Hidrogeno en la viabilidad bacteriana de la cepa E. coli
HB101.Concentraciones 1,3,5 y 10 mM. Control: sin H202.

La cepa C. pinatubonensis AEO106 para una concentracion de 1mM de H2Oo,
disminuye a los 10 minutos su sobrevida en un 16% (1,11 logaritmos), a los 20
minutos disminuye un 31% (2,11 logaritmos) y a los 30 minutos disminuye un 50%
(3,41 logaritmos),considerado muerte celular segun el criterio de Pearson et al.
(1980), con respecto a la densidad celular inicial de 108 UFC/ml (6,81 Log UFC/ml).
Para 3mM de concentracion de H2O- la cepa bacteriana disminuye su viabilidad a
los 10 minutos de exposicion en un 27% (1,7 logaritmos) y a los 20 y 30 minutos
decrece en un 100%, con respecto a la densidad celular inicial de 108 UFC/ml (6,18
Log UFC/ml), considerado muerte celular (Pearson et al.1980) no siendo detectada
por la técnica de recuento viable. Para 5mM y 10mM, disminuye el recuento de
células viables a los 10 minutos de exposicion en un 100%, con respecto a la
densidad inicial de 108 y 10° UFC/ml (6,00 y 5,40 Log UFC/ml), respectivamente
(Figura 6). Considerado muerte celular (Pearson et al.1980), no siendo detectado

por la tecnica de recuento viable.
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La cepa E. coliHB101 para una concentraciéon de 1mM de H20., disminuye a los 10
minutos su sobrevida en un 3%, a los 20 minutos disminuye en un 6% y a los 30
minutos disminuye un 10%, con respecto a la densidad celular inicial de 108 UFC/ml
(6,98 Log UFC/ml). Para 3mM de concentracion la cepa bacteriana a los 10 minutos
de exposicion disminuye su viabilidad en un 8%, a los 20 minutos disminuye un 18%
(1,33 logaritmos) y a los y 30 minutos se redujo en un 20% (1,43 logaritmos) con
respecto a la densidad celular inicial de 107 UFC/ml (7,30 Log UFC/ml). Para 5mM,
a los 10 minutos disminuye el recuento de células viables en un 15% (1,07
logaritmos),a los 20 minutos en un 19% (1,35 logaritmos), y a los 30 minutos en un
22% (1,52 logaritmos), con respecto a la densidad celular inicial de 107 UFC/ml (7,0
Log UFC/ml). Para 10 mM de concentracion a los 10 minutos de exposicion se
redujo el recuento bacteriano en un 12%, a los 20 minutos disminuy6 en un 23%
(1,47 logaritmos), y a los 30 minutos se redujo en un 47% (3,07 logaritmos), con
respecto a la densidad celular inicial de 108 UFC/ml (6,47 Log UFC/ml) (Figura 6).

Considerado muerte celular segun el criterio de Pearson et al.1980 (Figura 7).

1.18 Efecto de la radiacion UV-B en la sobrevivencia de las bacterias
susceptibles en presencia del pigmento deinoxantina extraido de
Deinococcus UDEC-P1.

Se determiné la sobrevivencia bacteriana de las cepas en estudio C. pinatubonensis

AEO106 y E. coli HB101, a la radiaciéon UV-B, en presencia de una concentracion

de 75 pg/ml pigmento deinoxantina previamente extraido de Deinococcus sp UDEC-

P1. Realizando recuento viable de las cepas al inicio del experimento y luego de

someter a pulsos de 1,2 y 5 minutos (Figuras 8y 9 ).
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Figura. 8 Efecto de la radiacion UV-B en la sobrevida de la cepas bacterianas C. pinatubonensis
AEO106 mas la adicion de una concentracion de 75 ug/ml del pigmento deinoxantina.
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Figura. 9 Porcentaje de sobrevivencia de la cepa bacteriana C. pinatubonensis AEO106 a la
exposicion a la radiacién UV-B mas la adicién de una concentracion de 75 pg/ml del pigmento el
pigmento deinoxantina.

Para 1 minuto de exposicion el recuento de células viables de la cepa C.
pinatubonensis AEO106 decrece un 43% (3,78 logaritmos), en comparacién con el
ensayo sin pigmento decrece un 13% menos, para los 2 minutos un 61% (5,38
logaritmos) en comparacion con el ensayo sin pigmento decrece un 25% menos, y
para los 5 minutos un 81% (7,08 logaritmos), respeto a la desidad celilar inicial de
108 (8,78 Log UFC/ml) decrece un 13% menos en comparacion con el ensayo sin
pigmento (Figuras 8 y 9).
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6. DISCUSION

La radiacion UV en la luz solar es considerada un factor abiotico de estrés
importante, ocurriendo en numerosos nichos ecolégicos (Slaninova et al. 2018).
Produce efectos perjudiciales en las células vivas y en microorganismos afectando
la diversidad, dinamica, eficiencia y productividad de la estructura comunitaria
microbiana (Pérez et al. 2017). El mecanismo de accion de la radiacion UV-B es
tanto directo produciendo reacciones fotodinamicas (Krisko & Radman 2010) en las
células expuestas a la radiacidn, provocando cambios en la estructura molecular de
lipidos, proteinas, ARN y ADN (Slaninova et al. 2018) debido a la fuerte absorcién
en las longitudes de onda por debajo de 320 nm por la molécula de ADN (Zhang et
al. 2007). Como indirecto, ejerciendo presion oxidativa (Slaninova et al. 2018; Zhang
et al. 2007). Produce cambios en la capacidad de crecimiento (Muela et al. 2002)
como la desaceleracion del metabolismo y funciones que afectan principalmente la
capacidad de formacion de colonias (Muela et al. 2002). Por ende, una deficiente
maquinaria que repare el dafo celular a las proteinas reparadoras del ADN, puede
conllevar a la muerte celular por radiacion, causada principalmente por dafo
oxidativo con la consiguiente pérdida de actividades de mantenimiento, alterando
las interacciones cataliticas de las proteinas conduciendo a la interrupcién de
funciones celulares (Slade & Radman 2011), incluida la reparaciéon del ADN
provocando actividades propensas a errores que resultan en mutaciones del mismo
(Krisko & Radman 2013; Slade & Radman 2011; Krisko & Radman 2010; Tian et al.
2009).

Los resultados de la exposicion de las cepas E. coli HB101 y C. pinatubonensis
AEO106, mostraron que ambas cepas son susceptibles a la exhibicidon a radiaciéon
UV-B (Figuras 4 y 5) causando disminucion de la viabilidad celular al minuto de
exposicion y finalmente muerte al transcurrir los 15 minutos del tiempo de ensayo,
pues la reduccion en mas de 3 logaritmos, se considera muerte celular (Pearson et
al. 1980). Esto puede deberse a una menor capacidad antioxidante tanto a nivel
enzimatico (Zeng et al. 2017), como a la ausencia de metabolitos protectores de los
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rayos UV tales como, pigmentos y granulos de polihidroxialcanoatos (PHASs)
(Slaninova et al. 2018), de almacenaje de carbono y energia que ademas confieren
una mejora de la supervivencia de las células bacterianas cuando se exponen a
numerosos factores de estrés, incluida la radiacion UV siendo capaz de dispersarla
eficientemente (Slaninova et al. 2018). Ademas de deficiencias en vias de
reparacion al dano del ADN, presentes en cepas radiotolerantes como las
pertenecientes al género Deinococcus (Slade & Radman 2011).

Para el caso de la cepa E. coli HB101 se observd que es mas sensible a la
exposicion a radiacion UV-B (Figuras 4 y 5) que la cepa C. pinatubonensis AEO106.
Pues al minuto de exposicion disminuye su sobrevivencia en un 100% y se mantiene
en esta condicion durante todo el tiempo de ensayo (15 minutos). Lo que se
considera muerte segun el criterio de Pearson et al. 1980. Esto puede deberse
debido a una saturacion de la capacidad antioxidante de las células, particularmente
a nivel enzimatico tanto de catalasas como de las superoxido dismutasas, las cuales
se ha encontrado que poseen una expresion de actividad de entre 30 a 6 veces
respectivamente, menor que en las cepas radiotolerantes (Zeng et al. 2017). Tal
como lo informé Muela et al. 2000 los componentes de la radiacion solar tienen un
efecto subletal en E. coli, siendo el efecto mas dafino y evidente en el componente
UV-B, encontrado cuando el comportamiento de las bacterias se analiza de acuerdo
con la capacidad de cultivo.

C. pinatubonensis AEO106 es sensible al igual que E. coli HB101 a la exposicion a
radiacion UV-B (Figuras 4 y 5) aunque en menor medida. Disminuyendo
gradualmente su viabilidad y solo llegando a una disminucién del 100% en la
sobrevida a los 10 y 15 minutos de exposicion. Considerada muerte segun el criterio
de Pearson et al. 1980. Esto puede deberse a la falta de mecanismos antioxidantes
complementarios para hacer frente al dafio ocasionado por la exposicion a la
irradiacion. Slaninova et al. 2018 y Obruca et al. 2010 describieron que C.
pinatubonensis es un microorganismo del suelo que acumula granulos de PHAs.
Otorgando criopoteccion mejora osmatica, y disminucion en el nivel intracelular de

EROs en células expuestas a rayos UV pues los granulos se unen especificamente
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al ADN (Slaninova et al. 2018). Cupriavidus pinatubonensis JMP134 contiene dos
genes de PHAs sintasa: phaC1 y phaC2 (Jian et al 2015). Sin embargo, se podria
deducir que para los ensayos realizados no existio presencia de granulos de PHAs,
dada la sensibilidad de la cepa C.pinatubonensis AEO106 expuesta a la radiacion
UV-B, pues segun Slaninova et al. 2018 en presencia de PHAs la sobrevivencia no
se ve afectada en mas de un 25% para un tiempo de exposicion de 30 minutos de
exposicion.

Esto se podria explicar a que no se dieron las condiciones indicadas de nutrientes
en el medio pues, el ensayo se realizo utilizando medio salino minimo y la sintesis
metabodlica de PHAs se encuentra condicionada por ciertos parametros en la
concentracion de nutrientes sintetizandose en escenarios donde exista limitacion de
nitrogeno,fésforo y azufre, con un exceso de carbono (Jian et al. 2015 ;Than et al.
2014).

Cabe destacar que los ensayos se realizaron bajo lamparas UV-B que no
corresponden a todo el espectro en la luz solar y que en algunas especies
bacterianas como Rhodobacter sp (Pérez et al. 2017) la respuesta a la radiacion UV
natural es mas diversa que bajo ensayos de lamparas UV en el laboratorio.

Como consecuencia de vivir en un ambiente aerdbico, los organismos enfrentan el
estrés oxidativo, causado principalmente por desequilibrios entre la produccion y
eliminacién de EROs (Cabiscol et al. 2000). Seguido de una posterior acumulacion
de estos niveles que exceden la capacidad de defensa de la célula (Svenningsen et
al. 2017). El dafo bioldgico causado por estas moléculas incluyen la oxidacion de
los acidos grasos de membrana, resultando en peroxidacion lipidica, oxidacion de

proteinas y dafo en el ADN (Wang & Schellhorn 1995). Ademas la exposicidén a
algunos agentes ambientales, como la radiacion ionizante, radiacion UV o
numerosos compuestos que generan Oz™ intracelular, llevan a reacciones en cadena

de produccién de EROs, causando estrés oxidativo (Cabiscol et al. 2000).
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En el suelo, las bacterias se enfrentan a condiciones subdptimas causadas por
fluctuaciones en la disponibilidad del sustrato, pH, temperatura, disponibilidad de
agua, asi como exposicion a toxicos, compuestos antropogénicos (Svenningsen et
al. 2017).

Para los ensayos llevados a cabo en este estudio se utilizé H202> como generador
de estrés oxidatico. La mayoria de sus efectos dafiinos se deben a su conversion
en OH" por la reaccion de Fenton en presencia de hierro (Imlay, 2003). La
reactividad del radical OH- puede llevar a entrecruzamiento de cadenas
polipeptidicas y rotura de enlaces peptidicos (Di Capua 2011). Difunde pasivamente
a través de la membrana celular y se acumula en las células expuestas
(Svenningsen et al. 2017; Herrera 2015). Se ha descrito que si bien el OH" es
altamente reactivo con todas las macromoléculas celulares, el Oz y el H202 no son
particularmente reactivos con el ADN (Slade & Radman 2011). EI H2O2 puede oxidar
residuos de cisteina (-SH) o metionina (SCH3) de proteinas, con grupos de hierro-
azufre o hemo expuestos (Di Capua 2011). Varias proteinas como quinasas,
fosfatasas y factores de transcripcion con importante funcion fisiolégica son capaces
de reaccionar reversiblemente con el H202 (Imlay, 2003).

Se expusieron a las cepas en estudio C. pinatubonensis AEO106 y E. coli HB101 a
concentraciones milimolares que incluyeron 1, 3, 5y 10 mM de H2O- (Figuras 6 y
7 respectivamente). Con el objetivo de conocer como se ve afectada la viabilidad de
estas cepas bacterianas cuando aumenta la concentracién de este compuesto por
la exhibicion a ciertos factores ambientales que producen estrés. Los resultados de
los efectos del H2O2 en la cepa E. coliHB101 (Figura 7) indican una disminucién del
recuento viable leve para las concentraciones de 1,3 y 5 mM de H20,, pero
progresiva conforme aumenta la concentracion y tiempo de exposicion.

Mostrando un valor significativo para la concentracion de 10 mM a los 30 minutos
de exposicion, alcanzando un 47% de disminucion en la sobrevida llegando a la
muerte bacteriana segun el criterio de Pearson et al. 1980, utilizando una
concentracion inicial de 107 UFC/ml.
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Se ha descrito para E. coli que el H202 se elimina mediante dos catalasas: la
hidroperoxidasa | (HPI), que esta presente durante el crecimiento aerdbico y se
controla de manera transcripcional a diferentes niveles (Cabiscol et al. 2000), y la
hidroperoxidasa Il (HPII), que se induce durante la fase estacionaria (Cabiscol et al.
2000). La actividad de la enzima catalasa en bacterias Gram negativas bien
estudiadas, como E. coli (Wang & Schellhorn 1995), se ve afectada por la presencia
de H20., pues la exposicion a un pretratamiento de los cultivos a un nivel subletal
de este compuesto induce una respuesta protectora que aumenta la resistencia a la
exposicion letal posterior, tanto frente a la exhibicién a H202, como a la radiacion
UV, mostrando, ademas mayores niveles de catalasa (Wang & Schellhorn 1995).
Asi mismo, se ve modificada por la accion de la radiacion ionizante y la fase de
crecimiento, con un mayor nivel de actividad de catalasa en las células de fase
estacionaria (Slade & Radman 2011). La poca disminucion de la viabilidad del
ensayo para E. coli HB101 se puede deber a la fase de crecimiento en la que se
encontraba pues se utilizé una concentraciéon inicial de 10" UFC/ml, en fase
exponencial tardia y entrando al inicio de la fase estacionaria. Tal como describieron
Slade & Radman 2011; Cabiscol et al. 2000 y Wang & Schellhorn 1995, para los
cultivos en fase estacionaria de Bacillus subtilis y E. coli, los cuales mostraban
viabilidad completa después del tratamiento con 10 mM de H2O.. Se sugiere que
las células bajo estrés nutricional podrian prepararse por adelantado para la
posibilidad de estrés ambiental, ya que su capacidad de respuesta rapida se ve
gravemente comprometida (Cabiscol et al. 2000).

Las células de E. coli poseen, ademas, una defensa especifica contra los peréxidos,
mediada por el gen oxyR que controla, entre otros, los genes que codifican la
catalasa HPI, la glutaredoxina, la glutatién reductasa, la hidroperdxido de alquilo
dependiente de NADPH y una proteina protectora del dafo oxidativo al ADN (Dps)
(Aslund et al. 1999). La activacion de estas respuestas aumenta enormemente la
resistencia celular a los agentes oxidativos (Cabiscol et al. 2000).
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Se ha estudiado, sin embargo, que las actividades de la catalasa son entre 16 a 50
veces mayor en cepas del género Deinococcus en comparacion con E.coli (Slade
& Radman 2011; Wang & Schellhorn 1995).

Los resultados de los efectos del H2O2 en la cepa C. pinatubonensis AEO106
indican una disminucién del recuento viable a las concentraciones de 1, 3,5y 10
mM (Figura 6) siendo progresiva la disminucion conforme transcurre el tiempo de
exposicidon y a mayor concentracion del compuesto, con respecto al control.
Llegando a causar muerte bacteriana segun el criterio de Pearson et al. (1980) a las
concentraciones de 3 mM a los 30 minutos de exposicion y a los 5y 10 mM desde
los 10 minutos de exposicién al H202, no siendo determinado por recuento viable.
Lo que puede explicarse por una falta de induccién de la maquinaria enzimatica.
Debido a la insuficencia de un pretratamiento con dosis leves de H20> durante los
ensayos, que permiten la induccidn temprana de los sistemas de defensas
(Svenningsen et al. 2015). D’Autréaux & Toledano 2007 describieron que las EROs
son tdxicas pero también funcionan como moléculas de senalizacion. Para
contrarrestar el estrés oxidativo las bacterias mantienen sistemas de defensa
inducibles para desintoxicar oxidantes y reparar dafos (Tarassova et al. 2009).
Utilizando mecanismos de deteccion distintos para las diferentes formas de estrés
oxidativo. Por ejemplo, el sistema SoxRS es un regulador del estrés por O2- mientras
que los reguladores OxyR y PerR responden al estrés por H2O, (Tarassova et al.
2009). OxyR corresponde a un regulador de doble funcidn. Puede reprimir en
condiciones normales o activar durante el estrés oxidativo la expresion de katG una
enzima bifuncional con actividades de catalasa y peroxidasa (Jangiam et al. 2010).
OxyR cumple la definiciéon de un receptor de peroxido y es activado por H202 a
concentraciones que solo superan niveles fisiologicos celulares (20 nM) (D’Autréaux
& Toledano 2007). Se ha demostrado para cepas de E. coli que deleciones de oxyR
las transforman en hipersensibles a H2O. y tienen mayores tasas de mutacion
espontanea durante el crecimiento aerdbico (Jangiam et al. 2010), ademas la
exposicion a bajas concentracion de H20: indujo a OxyR aumentando los niveles
de catalasa hasta 10 veces (Imlay & Linn 1987). Para C. pinatubonensis AEO106
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tambien esta descrito la actividad de las proteinas homélogas Ohr / OsmC que
participan en la descomposicidn de los hidroperoxidos involucradas asi en la
defensa contra el estrés oxidativo (Svenningsen et al. 2017). La actividad de estas
proteinas se activa despues de 30 minutos de exposicion a 1 mM de concentracion
H20., de lo que se deduce que no presentaron actividad para los ensayos pues
como se ha mencionado no se expuso la cepa a mas de 30 minutos de exposicion

para esa concentracion de H2Oo.

E.coli HB101 y C. pinatubonensis AEO106 son mas sensibles en comparacion a
cepas resistententes como Deinococcus radiodurans a los efectos letales del H2O2
la cual puede tolerar la exposicién al H.O2 a con poca pérdida de viabilidad,
mostrando un amplio hombro en la curva de supervivencia (Wang & Schellhorn
1995) soportando concentraciones de hasta 40 mM de H202 con disminucion en el
recuento viable menos de un logaritmo y solo llegando a una disminucion
considerable a una concentracion de 80 mM de H>O2> (Wang & Schellhorn 1995),
solo concentraciones superiores a 100 mM de H2O producen muerte bacteriana
para Deinococcus (Mardones 2013).

Para el ensayo de exposicion a la radiacion UV-B de la cepa C. pinatubonensis
AEO106 mas la adicion del pigmento deinoxantina a una concentracion de 75 ug/mi
(Figuras 8 y 9) se puede apreciar una sobrevivencia en términos de porcentaje con
respecto al ensayo previo sin la adicion de pigmento (Figuras 4 y 5), aunque harian
falta mas ensayos para afirmar si este incremento corresponde a un cambio
significativo. Pues para 1 minuto de exposicion en lampara UV-B la presencia de
UFC decrece un 13% menos respecto al ensayo sin pigmento, para los 2 minutos
un 25% y para los 5 minutos decrece un 13% menos segun el ensayo de recuento
viable. Lo cual no seria un resultado dificil de esperar pues se ha descrito que in
vitro, los carotenoides de Deinococcus radiodurans pueden eliminar todos los tipos
de EROs (Slade & Radman 2011), exhibiendo proteccion al ADN (Zhang et al.
2007), pues el 80% de los dafios causados al ADN son ocasionado por EROs (Tian
& Hua 2010). Salvaguardando ademas a las proteinas, incluidas aquellas

involucradas en la via de reparacion del ADN, y las enzimas involucradas en la
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recuperacion celular (Tian & Hua 2010). Lo que corresponderia al principal
determinante de la restauracion del dafio por radiaciéon (Tian & Hua 2010, Tian et al
2009).

Finalmente se puede concluir de esta investigacion que las cepas E.coli HB101y C.
pinatubonensis AEO106 son susceptibles a la exposicion radiacion UV, tal como se
habia planteado, al igual que a la exposicion a H2O2 aunque la cepa E.coli HB101
muestra una mayor resistencia al ensayo frente a la adicion a H202 debido a
mecanismos intrinsecos de la propia cepa activados por su fase de crecimiento. Sin
embargo, la resistencia sigue siendo mucho menor a estos agentes externos, que
para el caso cepas tolerantes a estrés como Deinococcus sp segun la informacion
documentada. Es por esta razén que al extraer el pigmento deinoxantina de esta
cepa la cepa susceptible C. pinatubonensis AEO106 muestra una mejoria en
términos de porcentaje de sobrevivencia frente a la exposicidn a radiacion UV-B.
Cabe destacar que segun lo planeado por Tapia et al. 2019 el pigmento
deinoxantina extraido de Deinococcus sp UDEC-P1 es similar a la deinoxantina
obtenida de Deinococcus radiodurans pues poseen espectros de absorcion

idénticos.
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7. CONCLUSIONES

La exposicion a radiacion UV-B afectd la viabilidad de E.coli HB101 y C.
pinatubonensis AEO106.

El H20: influye sobre la viabilidad de las 2 cepas ensayadas aunque existe una
notable sobrevivencia en la cepa E.coli HB101, debido a mecanismos intrinsecos
de la propia cepa relacionado con respuestas enzimaticas y su fase de crecimiento.
Aun asi comparado con cepas resistentes como las de género Deinococcus esta

sobrevivencia es sustanciablemente menor segun la informacion documentada.

La presencia del pigmento deinoxantina extraido de Deinococcus sp UDEC-P1 a
una concentracion de 75 pg/ml, mejord la subsistencia de la cepa C. pinatubonensis
AEO106 expuesta a la radiacién UV-B.

8. PROYECCIONES

El interés del uso potencial de este pigmento podria recaer en su aptitud para
aumentar la resistencia de cepas bacterianas modificadas, como lo que se intento
postular en el presente estudio. Asi como su promesa para su uso en estudios de
la rama de investigacion de la astrobiologia.

Aligual que su posibilidad de uso en salud humana como antioxidante natural, como

lo descrito en trabajos anteriores como el de Tapia et al. 2019.
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