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Resumen

El precio de los fertilizantes nitrogenados y el dafio ambiental que ocasionan
hacen necesario buscar alternativas para reducir su consumo. Gracias a la fijacion
biolégica de nitrogeno, es posible utilizar microorganismos para obtener compuestos
nitrogenados captables por los cultivos a partir de nitrégeno atmosférico, mediante el
complejo enzimético nitrogenasa. El objetivo del estudio fue el desarrollar un protocolo
que permitiera utilizar radiacion ultravioleta (UV) a 254nm para inducir mutaciones
aleatorias en Lysinibacillus sphaericus y Klebsiella oxytoca para mejorar su capacidad
fijadora de nitrogeno. De igual manera, se buscé cuantificar el nitrégeno fijado tras
llevar a cabo dicho procedimiento. Se desarrolld el protocolo a partir de revision
literaria y pruebas experimentales. Se utilizaron, bajo las condiciones de irradiacion
disponibles, 3 y 4 segundos deradiacion UV para la mutagénesis. Se utilizé medio Burk
para la seleccion de bacterias capaces de fijar nitrogeno. El nitrogeno fijado se evalud
en forma de produccién de amonio, mediante prueba con reactivo de Nessler. Tras
ejecutar el protocolo elaborado, se obtuvieron 7 pools de L. sphaericus con aparente
mejora en su capacidad fijadora de nitrogeno. Por su parte, para K. oxytoca no se
obtuvieron pools que contuvieran mutantes con aparente mejora en su capacidad
fijadora de nitrégeno. En conclusion, el protocolo elaborado es util tanto para evaluar
el efecto de la radiacion ultravioleta sobre la produccion de amonio por parte de
bacterias. Para futuros estudios, se recomienda secuenciar los genes nif de los mutantes
generados para identificar mutaciones de interés a inducir mediante un ensayo de
mutagénesis dirigida.
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Abstract

The price of nitrogenous fertilizers and the environmental damage they cause make
it necessary to search for alternatives, in order to reduce their consumption. Thanks to
biological nitrogen fixation, it is possible to use microorganisms to obtain nitrogenous
compounds that can be taken up by crops from atmospheric nitrogen, by means of the
nitrogenase enzyme complex. The objective of the study was to develop a protocol that
would allow the use of ultraviolet (UV) radiation at 254nm to induce random mutations
in Lysinibacillus sphaericus and Klebsiella oxytoca to improve their nitrogen-fixing
capacity. In the same way, it was sought to quantify the fixed nitrogen after carrying
out said procedure. The protocol was developed from literature review and experimental
tests. Under the available irradiation conditions, 3 and 4 seconds of UV radiation were
used for mutagenesis. Burk’s medium was used for the selection of bacteria capable of
fixing nitrogen. Fixed nitrogen was evaluated as ammonium production, by Nessler's
reagent test. After executing the elaborated protocol, 7 pools of L. sphaericus with
apparent improvement in their nitrogen-fixing capacity were obtained. On the other
hand, for K. oxytoca no pools were obtained with an apparent improvement in its
nitrogen-fixing capacity. In conclusion, the developed protocol is useful to evaluate the
effect of ultraviolet radiation on ammonium production by bacteria. For future studies,
it is recommended to sequence the nif genes of the generated mutants to identify
mutations of interest to be induced by means of a directed mutagenesis assay.



l. Introduccion

Para el aflo 2020, el sector agropecuario representaba un 10.8% del PIB de
Guatemala y los principales productos de exportacion dentro del sector agricola
representaba una contribucion del 36.2% a la balanza comercial del pais (Espafia
Exportacion e Inversiones [ICEX], 2021). El nitrégeno es un nutriente esencial para el
crecimiento delos cultivos (Rilling, et al., 2018). Las plantas no son capaces deasimilar
nitrébgeno molecular de forma directa, por lo que requieren que dicho nutriente se
encuentre en una forma captable por sus raices (Anas, et al., 2020).

Para suplir la demanda de nitrégeno, se hace uso de fertilizantes nitrogenados
(Gruber y Galloway, 2008). Esto puede llevar a consecuencias no deseadas como la
acidificacion del suelo, generacion de gases de efecto invernadero y la contaminacion
de cuerpos de agua (Schroder, et al., 2011)(Chali, et al., 2019)(Wonganit, et al., 2015).
Adicionalmente, esta actividad representa una inversion considerable, llegando el
fertilizante nitrogenado basado en urea a precios que superan los 800 dolares
estadounidenses por tonelada (Schmidhuber, 2022, diapositiva 3). Un aumento en los
precios de fertilizante puede llevar a productos agricolas méas caros 0 a una menor
ganancia para los agricultores (Ministerio de Agricultura, Ganaderia y Alimentacion
[MAGA], 2022). Las bacterias fijadoras de nitrdgeno son capaces de metabolizar
nitrogeno atmosférico y convertirlo en amonio, de manera que este puede ser utilizado
por las plantas (Mahmud, et al., 2020) (Rosenblueth, et al., 2018). Este proceso
representa un beneficio tanto econémico como ambiental.

La fijacion de nitrogeno por parte de bacterias diazétrofas es posible gracias a la
actividad de complejos enzimaticos nitrogenasa. La nitrogenasa mas eficiente en cuanto
a fijacioén de nitrégeno es la codificada por los genes nif (Miller y Eady, 1988). La
organizacion y expresion de este cluster de genes varia entre bacterias diazotrofas, asi
como su expresion (Dai, et al., 2014). Se ha reportado que mutaciones inducidas en K.
pneumoniae que no expresan de forma constitutiva este complejo enzimatico pasen a
hacerlo tras la aparicion de la mutaciéon (Sibold y Elmerich, 1982). Por otra parte,
estudios con L. sphaericus han demostrado que cepas cominmente aisladas del suelo
tienen capacidad de fijar nitrégeno de forma constitutiva (Martinez y Dussan, 2017).
En el caso de P. aeruginosa, se ha reportado la capacidad de cepas aisladas de suelo de
fijar nitrégeno; adicionalmente, se ha descrito su capacidad desnitrificante, siendo capaz
detransformar gases nitrogenados de efecto invernadero en nitrégeno molecular, el cual
puede ser fijado (Ghadamgahi, et al., 2022) (Arat, et al., 2015).

La mutacion del genoma es un proceso que puede darse de forma esponténea, sin
embargo, la radiacion ultravioleta (UV) es un factor extrinseco que aumenta la tasa de
aparicion de mutaciones en el genoma (Shibai, et al., 2017). Este factor representa una
herramienta conveniente para la induccion de mutaciones, dado su bajo costo y fécil
uso (Mullins, et al., 2021).



Con esto en consideracion, el objetivo del estudio es el desarrollar y validar un
protocolo que permita utilizar radiacion UV para inducir mutagénesis aleatoria en K.
pneumoniae, L. sphaericus y P. aeruginosa, con el fin de mejorar su capacidad fijadora
de nitrégeno.



II.  Antecedentes

La radiacion UV como agente mutagénico aleatorio para la mejora de procesos ha
sido demostrado previamente. Por ejemplo, Joshi y colaboradores (2013), usaron dicha
radiacion en Pseudomonas sp. para mejorar la biodegradacion de un tinteazo sulfonado,
logrando aumentar la velocidad dedicho proceso en un 25%. En otro ejemplo Watanabe
y colaboradores (2011) la utilizaron en Pichia stipitis, obteniendo un mutante con
tolerancia aumentada al etanol y uno con produccion de etanol aumentada a partir de
xilosa.

En cuanto a la fijacion de nitrogeno, se han hecho ensayos mutagénicos basados en
agentes quimicos y otros tipos de radiacién para mejorar el rendimiento de dicho
proceso, ejemplo de ello es el caso de Kucho y colaboradores (2017), quienes usaron
metil-nitro-nitrosoguanidina y radiacion gamma sobre Frankia casuarinae obteniendo
12 mutantes con capacidad de fijar nitrogeno. Con radiacion UV, Shanavavas (2007)
mutd Azotobacter sp., obteniendo 2 cepas mutantes con capacidad reductora de
acetileno mejorada.

En Guatemala, no se encuentran publicados ensayos de mutagénesis para la mejora
de un rasgo fenotipico. A nivel latinoamericano, en Nicaragua, Rayo (2021) utilizd
rayos X para la mutagénesis aleatoria en Xanthosoma sagittifolium y en X. violaceum,
para obtener una mejora genética en dichas especies, obteniendo mutantes con mejoras
en rasgos como peso de planta, namero de hojas y nimero de brotes. En Perd, Pérez y
colaboradores (2021) utilizaron Azidade Sodio como agente mutagénico en Gladiolus
grandiflorus, obteniendoun efecto deseable tomando en cuenta variables como longitud
de raiz, nimero de hojas, nimero de tallos, entre otros.



I1l. Justificacion

El nitrégeno es un elemento esencial para el crecimiento de los organismos
vegetales. Las plantas son incapaces de utilizar el nitrégeno atmosférico de manera
directa. De forma artificial, esta carencia se suple mediante la adicion de fertilizantes
nitrogenados. De forma natural, las bacterias diaz6trofas convierten el nitrdgeno
atmosférico en una forma captable por la planta. La adicion de fertilizantes es una
practica muy comun, debido a la escala a la que se cultiva, principalmente con fines
alimenticios. El uso de fertilizantes nitrogenados no solo representa un costo
econdmico, también representa un riesgo ambiental, debido a que puede llegar a
contaminar cuerpos acuaticos, reaccionar con oxigeno atmosférico para formar gases
de efecto invernadero, entre otros efectos. Con esto en cuenta, el estudio presentado
pretende presentar un protocolo para mejorar la capacidad fijadora de nitrégeno en
especies bacterianas, mediante radiacion UV. De esta forma, seria posible reducir la
carga de fertilizantes necesaria para alcanzar el rendimiento deseado en las
plantaciones, siendo de beneficio econdmico para los agricultores y de beneficio
ambiental, dado que se reduce la contaminacién planteada previamente.



V. Objetivos

. General

Desarrollar un protocolo para evaluar el efecto de la mutagénesis aleatoria
basada en radiacion UV sobre la capacidad fijadora de nitrogeno de Klebsiella
oxytoca, Pseudomonas aeruginosa y Lysinibacillus sphaericus.

. Especificos

Elaborar una curva de supervivencia que permita determinar el tiempo méaximo
de exposicion para K. oxytoca, Pseudomonas aeruginosa y L. sphaericus que
permita la obtencion de mutantes viables.

Cuantificar el amonio producido por los mutantes de K. oxytoca, Pseudomonas
aeruginosa y L. sphaericus evaluados tras el protocolo de mutagénesis
desarrollado, para validar el mismo.

Determinar el tamafio del efecto de la especie bacteriana y del tiempo de
exposicion a radiacion UV bajo las condiciones utilizadas, sobre la cantidad de
amonio producido por los pools de K. oxytoca, Pseudomonas aeruginosa y L.
sphaericus evaluados.



V. Hipotesis

Hi: El protocolo desarrollado permite determinar el porcentaje de supervivencia y la
capacidad fijadora de nitrdgeno de bacterias Gram positivas y Gram negativas tras
utilizar radiacion UV para inducir mutaciones aleatorias.

Ho: El planteamiento del protocolo no permite determinar el porcentaje de
supervivencia post irradiacion de las bacterias evaluadas.

Ha: El planteamiento del protocolo permite determinar el porcentaje de supervivencia
post irradiacion de las bacterias evaluadas.

Ho: No se obtendran bacterias con capacidad fijadora de nitrégeno mejorada tras los
ensayos de mutagénesis aleatoria planteados en el protocolo.

Ha: Se obtendra al menos una bacteria con capacidad fijadora de nitrdgeno mejorada
tras los ensayos de mutagénesis aleatoria planteados en el protocolo.



VI. Marco tedrico

A. Importancia fisioldgica del nitrégenoen las plantas

El nitrogeno es requerido por las plantas a nivel fisiologico dado que es parte
esencial de bases nitrogenadas, aminoacidos, fitohormonas, auxinas, citocinas, entre
otras moléculas necesarias para el crecimiento y desarrollo del organismo (Kirkby, et
al., 2009). También es necesario para llevar a cabo el proceso de fotosintesis, dado que
las enzimas fotosintéticas requieren del elemento en cuestion para su sintesis. Ademas,
el nitrégeno forma parte estructural de la molécula de clorofila, siendo 4 los &tomos de
este elemento los que interactdan con el atomo central del cofactor, magnesio, como se
aprecia en la Figura 1. Adicionalmente, de este dependetanto el nimero como el tamafio
de los cloroplastos (Bassi, et al., 2018)(Li, et al., 2013).

A pesar de que el nitrégeno representa aproximadamente el 78% de los gases
presentes en la atmosfera, este se encuentra en forma de nitrégeno molecular (N2)
(Trenberth y Guillemot, 1994). Las plantas no tienen los mecanismos necesarios para
captar y utilizar este nitrogeno de forma directa (Xin, et al., 2014). Ante esta
problematica, las plantas dependen de factores externos para la adquisicién del
nutriente.

CH3

Figura 1. Estructura general de la clorofila. Notese la presencia de 4 tomos de
' nitrégeno en la parte central de la molécula
(Inang, 2011).

B. Suplementacionartificial de nitrogeno

Ante la falta de capacidad por parte de las plantas para hacer uso de nitrogeno
atmosférico, la solucion mas comun es la suplementacion mediante fertilizantes. Para
el 2020, en Guatemala, se hacian uso de 211,385.58 toneladas de fertilizante
nitrogenado, comparado a las 9,035 toneladas de dicho fertilizante utilizadas en 1961



(Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura
[FAQ], 2022). Para el 2003, unicamente el cultivo de cafia de azlcar representaba el
uso de aproximadamente 11,000 toneladas de fertilizante para suplir la necesidad de
nitrégeno de dicho cultivo en territorio guatemalteco (Pérez, et al., 2003). Para el caso
del café, por cada hectarea de cultivo se requieren 0.13 toneladas de nitrogeno para la
produccién de entre 50 y 100 quintales de fruto maduro; para el 2012, eran 276,000
hectareas las ocupadas por el cultivo de café, representando un total de 35,750 toneladas
de fertilizante a nivel nacional (Rodas, 2021) (Ministerio de Agricultura Ganaderia y
Alimentacion [MAGA], 2012).

Entre el 50 y 70% del nitrégeno suministrado no es convertido o capturado
(Hodge, et al., 2000). EI nitrégeno residual causa la contaminacion de suelo, agua y
aire. La contaminacion sobre cuerpos de agua tanto superficiales como subterraneos se
daal movilizarse el fertilizante mediante lixiviacion, erosion y/o escorrentia hacia estos,
dando paso a procesos de eutrofizacion y acidificacion (Zhang, et al., 2021)(Martinez,
et al., 2021)(Gilette, et al., 2018). Su volatilizacion da paso a la formacién de N20O,
representando esta via al menos el 60% de la produccion antropogénica de dicho gas de
efecto invernadero (Martinez, et al., 2021)(Gilette, et al., 2018) .

El fertilizante nitrégeno residual también puede promover la mineralizacion de la
materia organica del suelo. Consecuentemente, se ha evidenciado que la sustentabilidad
de los cultivos se ve reducida (Mahal, et al., 2019). Esto lleva, por lo tanto, a una
reduccién en la productividad de los cultivos. En ciertos cultivos, la administracion
excesiva de nitrdgeno puede llevar a retrasos en la madurez del cultivo y, por lo tanto,
en la cosecha (Howard, et al., 2001).

C. Bacteriasdela rizosferay su importancia

De forma natural, el crecimiento de plantas de suelo es facilitado por
comunidades de microorganismos asociadas a ellas. La rizosfera representa las partes
de suelo en las cuales se tiene una interaccion entre la raiz de las plantas y dichas
comunidades (Souza, et al., 2015). Dentro de los microorganismos encontrados en este
espacio, se tienen las denominadas Bacterias Promotoras del Crecimiento de Plantas
(PGPB, por sus siglas eninglés). Dichas bacterias ayudan al crecimiento de las plantas
y les brindan proteccion frente a agentes exdgenos (Backer, et al., 2018).

Dentro de los mecanismos por los que las PGPB contribuyen al crecimiento de
las plantas se tiene la adquisicion de nutrientes. Esto se lleva a cabo de distintas
maneras, que incluyen la fijacién de nitrégeno, solubilizacién de fosforo, produccion
de siderdforos, entre otras, como representado en la Figura 2 (Wang, et al., 2022)
(Suleman, et al., 2018) (Aasfar, et al., 2021). Se tiene también la proteccién frente a
condiciones de estrés. Dentro de las maneras por las que este segundo mecanismo es
llevado a cabo se tiene la modulacion de integridad membranal, sefializacién mediada
por fitohormonas, acumulacion de osmolitos, entre otras (Backer, et al., 2018)(Li, et
al., 2013).
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Figura 2. Mecanismos por los cuales las PGPB contribuyen al aumento de la
productividad en cultivos. Dentro de estos se incluye la fijacion bioldgica de
nitrégeno.
Adaptado de (Souza, et al., 2015)

A nivel comercial, las PGPB son importantes pues tienen la capacidad de mejorar
la productividad agricola (Katsenios, et al., 2022). Mas que una opcion, el mejorar el
rendimiento de cultivos de forma sostenible es una necesidad, debido a la creciente
demanda ocasionada por un alza en la poblacion a nivel mundial y en los precios de los
fertilizantes, siendo que en el caso del fertilizante nitrogenado basado en urea se ha casi
cuadruplicado el precio entre enero de 2017 y enero de 2022 (Schmidhuber, 2022).
Ademas, el uso de estas bacterias ha sido propuesto como una alternativa al uso de
quimicos en la industria agricola, dando paso a una agricultura sustentable, acompariada
de los beneficios descritos previamente (Shah, etal., 2021).

D. Captaciony asimilacionde nitrogeno

Para poder obtener nitrégeno, las plantas dependen de que este se encuentre en
formas inorganicas capturables, como amonio (NH4*) y nitrato (NO3s") u orgénicas,
como urea'y aminoacidos (Glass, 2009). Ante la presencia de nitrogeno en una de dichas
formas, la planta modula la actividad receptora de nitrégeno y la arquitectura del
sistema de raices (Fernando, et al., 2021). La recepcion de nitrogeno se da por flujo
masico o difusion (Kirkby, 2009) (Muratore, et al., 2021).

En presencia de una forma capturable de nitrégeno, la planta expresa sistemas
detransporte. Existen dosprincipales clasificaciones para dichos sistemas. Los sistemas
de transporte de baja afinidad (LATS, por sus siglas en inglés) se expresan cuando el
nitrégeno esta disponible de forma abundante. En contraparte, los sistemas detransporte
de alta afinidad (HATS, por sus siglas en inglés) se expresan cuando la disponibilidad
de nitrégeno es limitada (Kumar, et al., 2022). Dentro de las proteinas involucradas en
estos sistemas destacan los transportadores y los transceptores. Los transceptores son
moléculas que acttan tanto para la deteccion del nitrdgeno como para su transporte,
siendo NRT1.1, transceptor de NO3s-, uno de los ejemplos més estudiados (Bouguyon,



et al., 2015). Por su parte, los transportadores se encargan de ingresar el nitrogeno a la
planta y posteriormente distribuirlo (Fan, et al., 2017).

Una vez ha ingresado a las células de la raiz, el nitrbgeno puede ser
metabolizado a nivel local, almacenado en vacuolas o transportado al resto del
organismo. El transporte al resto del organismo se da mediante la corriente del xilema.
Una vez en la parte aérea de la planta, el transporte puede involucrar también al floema
(Krapp, 2015). En cuanto a su metabolismo, el nitrégeno inorganico que ingreso a la
planta debe ser convertido en aminoécidos, en un proceso denominado como
asimilacion, por su parte, la urea debe ser hidrolizada a forma inorgénica y luego darse
el proceso mencionado (Krapp, 2014).

En el caso del NOs-, el proceso de asimilacion involucra la accion de la nitrato
reductasa, para llevar a cabo la transformacion de nitrato en nitrito. El nitrito es
posteriormente transformado en NH4* por la nitrito reductasa. Finalmente, el NH4* es
transformado en glutarato por medio de la glutamina sintetasa o de la glutamina-2-
oxoglutarato aminotransferasa. Finalmente, el glutamato puede ser convertido en otros
aminoacidos por reacciones de transaminacion, como se aprecia en la Figura 3 (Krapp,
2015).

NO,~

Current Opinion in Plant Biology

Figura 3. Asimilacion y metabolismo de NOs y NH4*. El nitrogeno disponible en
estas formas es metabolizado o almacenado.
(Lindstrom y Mousavi, 2019).

E. Fijacion bioldgica de nitrogeno por bacterias diazotrofas

Las bacterias diazotrofas son capaces de fijar nitrdgeno atmosférico. Dicho
proceso es mediado por el complejo nitrogenasa, el cual tiene nitrogeno atmosférico
(N2) como sustrato, para dar amoniaco (NH3) como producto (Mahmud, et al., 2020).
Bajo condiciones &cidas en el suelo, el amoniaco se protona para formar NH4* (Latifah,
etal.,, 2011). Por su parte, el NHz puedeser oxidadoa NO2y este a NO3", en un proceso
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mediado por bacterias con las enzimas para llevar a cabo dichas reacciones (van Kessel,
et al., 2015).

El complejo nitrogenasa es codificado por los genes nif y requiere de un cofactor
molibdeno-hierro para su activacion. A pesar de que estos genes son comunes para las
bacterias diazotrofas, su expresion, organizacion y regulacion es variable (Dai, et al.,
2014) (Lie, et al., 2022).

N, +8H* +8e™ + 16MgATP — 2NH; + H, + 16MgADP + 16P

Ecuacién 1. Reaccién de fijacion de nitrégeno atmosférico por parte del complejo
nitrogenasa (Mahmud, et al., 2020).

En el caso de Klebsiella oxytoca, esta especie posee 20 genes involucrados en
el proceso de fijacion de nitrégeno. El proceso es regulado a nivel transcripcional, ante
cambios ambientales. EIl clister de genes en cuestion presenta una organizacion
compleja, con elementos regulatorios como estructuras secundarias 0 promotores
internos (Temme, et al., 2012). Uno de los principales reguladores es el operdn nifLA,
que controla la expresion del gen nifA (cuyo producto, nifA, es una proteina de union a
enhancer que activa la transcripcion del resto de genes nif) y nifL (cuyo producto, nifL,
es inhibidor de nifA). Esta regulacion es dada por fuentes externas de nitrégeno,
nitrégeno fijado, presencia de oxigeno y la temperatura. En presencia de las condiciones
adecuadas, se produce nifL, lo cual inhibe a nifA y hace que no sea posible la fijacion
de nitr6geno (Govantes, et al., 1998) (Martinez, et al., 2004).

Se hareportado, en otra especie del género Klebsiella, que mutaciones en el gen
nifA le brindan a cepas que no fijan nitrogeno de forma constitutiva la capacidad de
hacerlo, mediante la activacion del cluster de genes nif (Sibold y Elmerich, 1982). Otra
mutacion importante en el proceso de fijacion del nitrégeno por parte de K. pneumoniae
es laausencia delgen nifQ, el cual participa en la sintesis del cofactor molibdeno-hierro.
En caso de una delecién del gen nifQ, la bacteria es incapaz de fijar nitrdgeno, a menos
de que el cofactor sea suministrado en el medio de cultivo (Imperial, et al., 1984).

nifL nifA

AATACCCTCACCCGGACGETGAGCA ATGATCCATAAATCCCATTCOGCGACACCACCCTCAGACG

Figura 4. Representacion esquematica de un fragmento del operén nifLA en K.
pneumoniae. Subrayada, se encuentra la secuencia Shine-Dalgarno del gen nifA, la
cual se encuentra superpuesta en la secuencia del gen nifL. En negrita, se tiene la
secuencia que contiene tanto al codon stop de nifL como al coddn start de nifA, dado
que se encuentran traslapados (Govantes, 1998)(Drummond y Wootton, 1987). Para el
caso de K. oxytoca, Arnold y colaboradores (1988) reportaron que la secuencia de nifA
en dicha especie es idéntica a la encontrada en K. pneumoniae por Drummond y
colaboradores (1986). En cuanto a nifL, se ha reportado que la secuencia puede variar,
al menos, entre 2 'y 7 aminoacidos.

(Arnold, et al., 1988).

En el caso de Lysinibacillus sphaericus, se ha reportado que hay cepas fijadoras
de nitrégeno. La secuenciacion del genoma de ciertas cepas de L. sphaericus ha

11



permitido identificar que contiene los genes nifA y nifU. Originalmente, la ausencia de
otros genes nif han llevado a plantear que este género posee un sistema nitrogenasa
distinto al del complejo nitrogenasa. En 2018, se confirmé la presencia del gen nifH,
utilizado para confirmar la diazotrofia de la bacteria (Martinez y Dussan,
2017)(Shabanamol, etal., 2018).

Para P. aeruginosa, su potencial beneficio para los cultivos ha sido descrito
previamente. Se ha determinado como antagonista para Colletotrichum falcatum,
agente causal de la podredumbre roja (Viswanathan, et al., 2003). Se ha demostrado la
capacidad fijadora de nitrégeno de P. aeruginosa; por ejemplo, para la cepa FG106
aislada a partir de raices de tomate; un borrador del genoma de dicha cepa revelo la
presencia de genes involucrados en el metabolismo de nitrégeno (Ghadamgahi, et al.,
2022). Para la cepa PA7, se encuentra descrita la ruta de fijacion de nitrogeno, que
involucra los genes nifD, nifK, nifH, en adicidn a genes correspondientes a nitrogenasas
alternas (anfG, vnfD, vnfK, vnfG, vnfH) (Kanehisa Laboratories, 2021).

F. Mutagénesis inducida por radiacion Ultravioleta (UV)

A pesar de que la aparicion de mutaciones en el genoma bacteriano es un
proceso espontaneo, dado por factores intrinsecos como los errores a los que las
polimerasas encargadas de la replicacion son propensas, el proceso puede ser acelerado
por accion de agentes exdgenos (Krishna, 2007). Laradiacion UV es uno de los agentes
exdgenos capaces de causar mutaciones en el genoma de las bacterias. El principal
mecanismo por el que dicho proceso es llevado a cabo es mediante la induccion de la
formacién de dimeros de pirimidinas, en forma de ciclobutanos y de fotoproductos 6-4
(Vechtomova, et al., 2021). En comparacion, los fotoproductos 6-4 son menos
mutagénicos dado que son reparados con mayor facilidad (Chandrasekhar y Van
Houten, 2000).

Las mutaciones generadas llevan a efectos como cambios en el marco delectura,
deleciones, sustituciones de bases. Estos impactan el proceso de replicacion, dando
lugar a generaciones descendientes mutadas (Shibai, 2017). Un factor importante a
tomar en consideracion para este proceso es la dosis de radiacion administrada, dado
que este parametro afecta tanto la supervivencia de la célula como su capacidad para
replicarse y su mutabilidad. Tras la induccion del dafio por radiacién UV, se activa la
respuesta SOS vy las vias de reparacion bacterianas, con el fin de corregir el dafio
generado (Bates, et al., 1989) (Krishna, 2007).

En bacterias, los dimeros de pirimidina pueden ser reparados de forma
especifica por la ADN fotoliasa. Esta enzima se une a los dimeros y repara la mutacion
mediante una serie de reacciones de transferencia de electrones (Zhang, et al., 2017).
De forma general, esta mutacion es arreglada mediante el mecanismo de escision de
nucleotidos, mediante una escinucleasa (Moolenar, et al., 200). La cafeina es una de las
moléculas que puede aumentar la mutagenicidad de la radiacion UV. Esto se daya que
impide que la ADN fotoliasa se una de forma especifica al dimero de pirimidina
formado y promueve la unién inespecifica de la escinucleasa a la region de ADN que
contiene los nucledtidos dimerizados (Selby y Sancar, 1990) (Chung, 2021)(Majumdar
y Chandra, 1985). Para dafios de doble hebra, se hace uso del mecanismo de
recombinacion homologa, siendo la cafeina capaz de degradar nucleasas que
intervienen en dicho proceso y de promover la generacion de estructuras que impiden
la reparacion de la mutacion (Chung, 2021) (Tsabar, etal., 2015).
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Figura 5. Mecanismos por los cuales la cafeina inhibe la reparacién de mutaciones.
Adaptado de (Chung, 2021)

El uso de radiacion UV como agente mutagénico es de conveniencia economica,
tanto por la facilidad para conseguir fuentes que la emitan como por su manejo simple.
Esta radiacion es utilizada también como agente desinfectante, dado que la exposicion
prolongada de bacterias a esta resulta en su muerte. La longitud de onda mas comdn en
los equipos en cuestion es de 254nm, entrando en el rango de la UVC. Esta longitud de
onda se encuentra cerca del pico de absorcion de radiacion UV del ADN (260nm) y da
paso a fotoproductos que afectan la supervivencia de la célula, siendo los dimeros
mencionados previamente los principales (Coohill y Sagripanti, 2008)(Shibai, 2017).

G. Seleccion de bacterias fijadoras de nitrégeno

Para identificar la capacidad diazotrofade las bacterias, es necesario el uso de
un medio de cultivo libre de nitrégeno. Ejemplo de los medios para dicho fin, se tiene
el medio New Fabian Broth (NFb) y el medio minimo libre de nitrégeno de Burk (
Rodrigues, et al., 2018). EI medio NFb contiene acido malico como fuente de carbono
y dentro de su composicion destaca la presencia de molibdato de sodio, teniendo en
consideracion que el complejo nitrogenasa requiere molibdeno como cofactor (Baldani,
et al., 2013). Por su parte, el medio minimo libre de nitrogeno de Burk cuenta con
sacarosa como fuente de carbono y para el cofactor, cuenta igualmente con molibdato
de sodio, en adicion a cloruro de hierro (111), siendo hierro el otro elemento que
conforma al cofactor requerido por el complejo nitrogenasa (Stella y Suhaimi, 2010).

Para confirmar la presencia de amonio en el medio, puede hacerse uso del
reactivo de Nessler (Jeong, et al., 2013). Este consiste en tetrayodomercuriato (11) de
potasio (National Center for Biotechnology Information, 2022). En medio baésico,
reacciona con el amonio para dar paso a la formacion de un complejo decoloracién café
rojizo (Zhao, etal., 2019).

2K,Hgl, + NH} + 4KOH —» Hg0.Hg(NH,)I + 7KI + 3H,0
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Ecuacion 2. Reaccién de reactivo de Nessler en presencia de amonio. El compuesto
HgO0.Hg(NH,)I se manifiesta en forma de precipitado café.

Modificado de (Zhao, et al., 2019)
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VIl. Metodologia

Obtencion de las cepas de trabajo
Se utilizo6 la cepa P.5.3.A de L. sphaericus, aislada por Heredia (2019).
Se utilizo6 la cepa 86 de K. oxytoca aislada por MOSCAMED (datos no
publicados).
Se utiliz6 una cepa de laboratorio de P. aeruginosa, preservada en el
departamento de Bioquimica y Microbiologia de la Universidad del Valle de
Guatemala.
Determinacion de condiciones de supervivencia post-irradiacion

Pruebas con cambio en densidad 6ptica
Se prepard un estandar McFarland 0.5 a partir de un cultivo de 24 horas para las
especies evaluadas.
Se prepard diluciones seriadas, con solucion salina al 0.9%, hasta llegar a
soluciones de 104,102y 102 UFC/mL.
Se inoculd en una placa de 96 pozos con solucion salina al 0.9%, dejando las
columnas 1y 12y las filas Ay H con medio sin inocular y pozos control.
Se incubo por 48 horas a 35°C.
Se evalud los cambios en la densidad 6ptica (OD).
Se identific6 que los cambios en el OD eran muy bajos.
Se sustituyd la solucion salina por caldo nutritivo.
Se detectd que en los pozos control habia cambios no esperados en el OD.
Se descart6 la metodologia.
Pruebas con vertido en placa
Se planted inocular diluciones y sembrar por vertido en placa con agar nutritivo.
Se descartd la propuesta debido a la dificultad para aislar las colonias en
crecimiento.
Se descarto la propuesta ya que se considerd que, al aislar y trasladar las colonias
al medio selectivo, podria arrastrarse parte del agar nutritivo, representando una
fuente de nitrégeno no deseada.
Pruebas con dispersion del indculo
Se prepard un estandar McFarland 0.5 a partir de un cultivo de 24 horas para
todas las especies.
Se prepar6 diluciones seriadas hasta llegar a soluciones de 104, 10° y 102
UFC/mL.
Se sirvio 10, 50 y 100uL de las diluciones de 104, 10° y 10? UFC/mL,
respectivamente en una placa petri con agar nutritivo (Criterion). El proceso se
repitio en triplicado para cadatiempo de exposicion (0, 5y 10 segundos).
Se cargo las placas en la cabina de descontaminacion UV (prototipo de camara
UVGiP001 Serproma), de forma individual.
Se administro radiacion UV por el tiempo especificado.
Se protegio las muestras de la luz directa tras la irradiacion
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Se incubd por 24 horas.

Se realizd el conteo de colonias formadas en el caso de K. pneumoniae y P.
aeruginosa y se reviso para la presencia u ausencia de crecimiento en el caso de
L. sphaericus.

Se obtuvo, para K. pneumoniae y para P. aeruginosa, el % de recuperacion a
partir del nimero de colonias esperado.

Se almaceno las muestras a 4°C.

Reduccion del intervalo de exposicién a radiacion UV

Se redujo el intervalo de tiempo a muestrear (0, 1, 2, 3, 4y 5s), a partir de los
resultados obtenidos en el apartado anterior.

Se repitio el proceso planteado previamente con los tiempos de exposicion
mencionados, utilizando una concentracién de inoculo de 103UFC/mL.

Se almaceno las muestras a 4°C.

Screening para identificar bacterias fijadoras de nitrégeno

Se preparé medio Burk, con base en la siguiente composicion (1L): 0.200g
MgSO, (Merck), 0.8g K,HPO, (Merck), 0.2g KH,PO, (Merck), 0.00145g
FeCl; (Merck), 20g sucrosa (Merck), 0.001g NazMoO4 (Merck), 0.130g CaSO4
(Merck).

Se prepar6 un segundo lote de medio Burk (1L), agregando 3.0g de cafeina
(0.3%)).

Se llend los pozos de una microplaca de 96 pozos con 200uL del medio Burk
preparado.

Sedejo las filas Ay Hy las columnas 1y 12 sin inocular, para prevenir el efecto
de borde.

Se inocul6 cada pozo individual con los mutantes generados y con bacterias sin
irradiar, a manera de control.

Se incubéd por 72 horas.

Se adicionaron 100uL de reactivo de Nessler a cado pozo

Se buscé una coloracion café/anaranjado (positivo) o amarilla (negativo) tras 10
minutos de la adicion del reactivo.

Se identifico los mutantes con un resultado positivo.

Se almaceno6 los mutantes con resultado positivo a 4°C.

. Cuantificacién de nitrégeno fijado

Se prepard una solucion stock de cloruro de amonio de 20ug/mL.

Se carg0 por triplicado en la microplaca de 96 pozos.

Se diluyé de forma vertical acorde al mapa, siendo el volumen final de cada
pozo de 200uL.

Se afadieron 200uL de medio Burk con cloruro de amonio a la microplaca de
96 pozos acorde al mapa.

Se cargaron las cepas que mostraron una potencial actividad fijadora de
nitrégeno con concentracién inicial de 1x108UFC/mL (estandar McFarland 0.5),
como indicado en el mapa.

Se diluyé de forma vertical, acorde al mapa, siendo el volumen final de cada
pozo de 200uL.

Se afadio reactivo de Nessler (100uL) y se obtuvo la absorbancia a 425nm
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Bl Bl Bl Bl Bl Bl Bl Bl Bl
20ug/  20ug/  20ug/ Muta Muta Muta Muta Muta Muta
mL mL mL ntel ntel ntel nte2 nte2 nte2
108 108 108 108 108 108
10ug/  10ug/  10ug/ Muta Muta Muta Muta Muta Muta
mL mL mL ntel ntel ntel nte2 nte2 nte?2
107 107 107 107 107 107
5ug/ 5ug/ 5Sug/ Muta Muta Muta Muta Muta Muta
mL mL mL ntel ntel ntel nte2 nte2 nte?
108 108 108 108 108 108
2.5ug 2.5ug 2.5ug Muta Muta Muta Muta Muta Muta
/mL /mL /mL ntel ntel ntel nte2 nte2 nte2
10° 10° 10° 10° 10° 10°
1.25u | 1.25u 1.25u  Muta  Muta Muta Muta Muta | Muta
g/mL g/mL g/mL ntel ntel ntel nte2 nte2 nte2
104 104 104 104 104 104
0.625 0.625 0.625  Muta Muta  Muta | Muta Muta @ Muta
ug/m ug/m ug/m ntel ntel ntel nte2 nte2 nte2
L L L 108 108 108 108 108 108
Bl Bl Bl Bl Bl Bl Bl Bl Bl
2 3 4 5 6 7 8 9 10
Bl Bl Bl Bl Bl Bl Bl Bl Bl
20ug/ | 20ug/ 20ug/ Muta Muta Muta Muta Muta Muta
mL mL mL nte3 nte3 nte3 nted nted nted
108 108 108 108 108 108
10ug/  10ug/ 10ug/ Muta Muta Muta Muta Muta Muta
mL mL mL ne3d ' nte3 nte3 nted nted nte4
107 107 107 107 107 107
5ug/ 5ug/ 5ug/ Muta Muta Muta Muta Muta Muta
mL mL mL ne3d nte3 nte3 nted nted nte4
106 106 106 106 106 106
25ug 25ug 2.5ug Muta Muta Muta Muta Muta Muta
/mL /mL /mL ne3d ' nte3 nte3 nted nted nte4
10° 10° 10° 10° 10° 10°
1.25u | 1.25u 1.25u  Muta  Muta Muta Muta Muta | Muta
g/mL g/mL g/mL nte3 nte3 nte3 nte 4 nte 4 nte 4
104 104 104 104 104 104
0.625 0.625 0.625  Muta Muta  Muta | Muta Muta @ Muta
ug/m ug/m ug/m nte3 nte3 nte3 nted nted nted
L L L 103 103 103 103 103 103
Bl Bl Bl Bl Bl Bl Bl Bl Bl
Bl: Blanco

C-: Control negativo
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Se incubd por 72 horas

Se afladieron 100uL de reactivo de Nessler a cada pozo

Se obtuvo la absorbancia a 425nm con un lector de microplaca.

Se determiné que ningln pozo mostraba el cambio de coloracion de interés.
Se repitio el proceso, con medio Burk con cafeina al 0.3%.

Se determind que ningn pozo mostraba el cambio de coloracion de interés.
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F. Modificaciones al protocolo tras ausencia de resultados de interés

Se prepar6 un nuevo lote de medio Burk, aumentando la concentracién de
cafeina a 0.6%.

Se prepard diluciones de 1x103UFC/mL para K. oxytoca y 1x10°UFC/mL para
L. sphaericus

Se sirvié 50uL de los indculos preparados en una placa con agar nutritivo y se
dispersé el volumen.

Se realiz6 una nueva ronda de mutagénesis con exposiciones de 3y 4 segundos
para K. oxytoca y L. sphaericus.

Se incubd por 48 horas a 35°C

Se crearon pools conformados por una muestra de cada colonia crecida en las
placas individuales, inoculadas en 500uL del medio Burk con cafeina al 0.6%.
Se inocul6 el medio Burk con los pools de la siguiente manera, en una placa de
96 pozos:

SM | SM SM SM SM SM SM SM |[SM |SM |SM |SM
SM | C- K11 |K31 |K51 |K71 |K91 SM
SM | C- K12 | K32 [K52 |K72 |K92 SM
SM | C- K13 |K33 |K53 |K73 |KO93 SM
SM | K01 |K21 |K4l |K6l |[K81 [K101 SM
SM | K02 | K22 |K42 |K62 |[K82 [K102 SM
SM | KO3 [K23 |K43 |[K63 |K83 [K103 SM
SM | SM SM SM SM SM SM SM |[SM |SM |SM |SM
SM | SM SM SM SM SM SM SM |SM [SM |SM |SM
SM | C- L11 L31 |L51 L71 Lo1 SM
SM | C- L12 L32 | L52 L72 L92 SM
SM | C- L13 L33 |L53 L73 L93 SM
SM | LO1 L21 L41 |L61 L81 L101 SM
SM | LO2 L22 L42 | L62 L82 L102 SM
SM | L03 L23 L43 | L63 L83 L103 SM
SM | SM SM SM SM SM SM SM |SM [SM |SM |SM

SM: Pozos con agua ultrapura estéril
C-: Control negativo (medio Burk con cafeina al 0.6% sin inocular)
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K: Medio Burk con cafeina al 0.6%, inoculado con la muestra correspondiente del pool
de K. oxytoca

L: Medio Burk con cafeina al 0.6%, inoculado con la muestra correspondiente del pool
de L. sphaericus.

Se incubo por 48 horas a 35°C.

Se adicion0 75uL de reactivo de nessler a los pozos con muestra y se midi6 la
absorbancia a 425nm.

Se cargo la placa con los estandares de cloruro de amonio, para que quedara de
la siguiente manera, siendo las concentraciones indicadas (esc1: 20,000 ug/mL,
esc2: 2,000 ug/mL, esc3: 200ug/mL, esc4: 20ug/mL, esc5: 2ug/mL y esc6:
Oug/m).

SM |SM |SM |SM |SM |SM |SM SM | SM SM SM SM
SM | C- K1l | K31 |[K51 |K71 | K91l escl |[escl |escl |SM
SM | C- K12 | K32 | K52 |K72 |[K92 esc2 |esc2 |esc2 |[SM
SM | C- K13 | K33 | K53 | K73 [ K93 esc3 |[esc3 |esc3 |SM
SM | C- K21 | K41 |[K61 |K81 | K101 esc4 |esc4 |escd |SM
SM | C- K22 | K42 | K62 |K82 |K102 esc5 |[esc5 |escs |SM
SM | C- K23 | K43 | K63 |K83 | K103 escé |[esc6 |esc6 |SM
SM [SM |SM [SM |[SM |SM |SM SM | SM SM SM SM
SM |SM [SM [SM |SM |SM |SM SM | SM SM SM SM
SM | C- L11 | L31 |L51 |L71 |L91 escl |escl |[escl |SM
SM | C- L12 | L32 |L52 |L72 |L92 esc2 |esc2 |esc2 |SM
SM | C- L13 |L33 |L53 |[L73 |L93 esc3 |esc3 |[esc3 | SM
SM | C- L21 |(L41 |L61 |L81 |L101 esc4 |esc4 |escd | SM
SM | C- L22 | L42 |L62 |L82 |L102 escS |escS |[esc5 | SM
SM | C- L23 | L43 |L63 |L83 |[L103 esc6 |esc6 |[esc6 |SM
SM |SM (SM |SM |SM [SM |SM SM | SM SM SM SM

Se afiadieron 75uL de reactivo de Nessler a los pozos con los estandares.

Se midié la absorbancia a 425nm.

Se elabor6é una curva de calibracion a partir de los estandares de cloruro de
amonio para determinar la concentracion de amonio producido por cadamuestra
evaluada.

Se analizé los datos obtenidos.
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. Analisis estadistico

Se analizé los datos mediante el software RStudio 2021.09.1+372 "Ghost
Orchid" Release, utilizando R version 4.1.2 (2021-11-01).

Se llevo a cabo la exploracion de datos acorde al protocolo descrito en Zuur,
lenoy Elphick (2010).

Se elabor6 un escalamiento multidimensional no métrico (NMDS) para analizar
la estructura de proximidades en el conjunto de datos, mediante el paquete
“Vegan”.

Se evalud, previo a proponer los modelos, la colinealidad entre las variables
predictoras propuestas, mediante HighstatLib\VV10, considerandose un
coeficiente de correlacion < 0.5 aceptable.

Se evalud, previo a proponer los modelos, el factor de inflacion de varianza de
cadavariable, mediante HighstatLibV 10, considerandose un valor < 3 para cada
variable aceptable.

Se determino el tipo de modelo a utilizar para cada variable respuesta, acorde a
la naturaleza de sus datosy la estructura de dependencia. Debido a que todoslos
mutantes provienen de una misma cepa, se decidid utilizar modelos con efectos
aleatorios a nivel de muestra, para el caso de la determinacion del tiempo de
supervivencia, o de pool, para el caso de la cuantificacion de amonio, que
resuelvan la pseudoreplicacion.

Se elabord, para determinar el efecto de la radiacion UV sobre la supervivencia
delas bacterias Gram negativas analizadas, un modelo lineal mixto generalizado
(GLMM) con distribucion de Poisson inflado con ceros y una funcion log link,
para asegurar valores positivos en el ajuste del modelo. La distribucién Poisson
se eligio dado que es la utilizada para modelar datos de tipo conteo y se agrego
la inflacion por ceros ya que la distribucion Poisson normal presentaba
sobredispersion en el ajuste del modelo. Las variables fijas utilizadas fueron el
tiempo de exposicion a radiacion UV (continua) y la especie (categorica con 2
niveles). La variable aleatoria utilizada fue el 1D de cada placa analizada.

Se elabord, para determinar el efecto de la radiacién UV sobre la presencia o
ausencia de crecimiento de L. sphaericus, un modelo lineal mixto generalizado
(GLMM) con distribucion binomial y una funcion log link, para asegurar valores
positivos en el ajuste del modelo. La distribucion binomial se eligié dado que es
la utilizada para modelar datos de tipo presencia/ausencia. Las variables fijas
utilizadas fueron el tiempo de exposicion aradiacion UV (continua) y la especie
(categorica con 2 niveles). La variable aleatoria utilizada fue el 1D decada placa
analizada.

Se elaboro, para determinar el efecto de la irradiacién UV sobre la capacidad de
los pools generados para producir amonio, un modelo lineal mixto con
distribucion gaussiana y una funcion log link, para asegurar valores positivos en
el ajuste del modelo. La distribucién gaussiana se eligi6 dada la naturaleza
continua de la variable respuesta. Las variables fijas utilizadas fueron el tiempo
de exposicion a radiacion UV (continua) y la especie (categdrica con 2 niveles).
La variable aleatoria utilizada fue el pool al que cada muestra pertenecia. Se
tuvo que realizar una transformacion logaritmica para que el modelo pudiera ser
validado.

Se propus6d modelos con las variables por separado y un modelo nulo con la
misma distribucion para evaluar cual era el mas parsimonioso para explicar los
datos. EI modelo méas parsimonioso fue evaluado mediante el criterio de
informacion de Akaike para muestras pequefias (AlCc), siendo considerados
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aquellos modelos con un AAICc < 2 igual de parsimoniosos. Los modelos
fueron ajustados mediante el paquete “Ime4”, exceptuando el modelo poisson
inflado con ceros, el cual fue ajustado mediante el paquete “glmmTMB”.

Se valid6 los modelos mediante un diagnostico de residuales para modelos de
regresion jerarquicos (multinivel/mixtos) (DHARMa), utilizando el paquete
homdnimo, considerandose validos aquellos modelos que aprobaron 4 de las 6
pruebas afectadas por dicho diagndstico.

Se evalud, para el modelo poisson y binomial generados, la presencia de
sobredispersion, mediante el paquete “performance”.
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VIII. Resultados
A. Protocolofinal

Se desarrolld, después de las pruebas y modificaciones descritas en la seccién
demetodologia, la version final del protocolo basado en radiacion UV para la induccion
de mutaciones aleatorias en bacterias Gram negativas y Gram positivas para una mejora
en su capacidad fijadora de nitrogeno.
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de bacterias esﬁ:d::acmn S agupom JIC 1ENERC 0RO l |
McFarland 0.5 3. Elaboracién de diluciones E
seriadas 4. Carga de las placas
N - o By 6 E‘.-» 7I7I-6- 5. Plaqueo por
— 7. Incubacién s SHPOSICINLA dispersién

radiacién UV
{0-5s)

8. Conteo de colonias  (24horas)
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Vs —2 N\ : 3
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radiacién UV medio Burk P
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Created in BioRender.com bio

Figura 6. Protocolo final desarrollado para inducir mutaciones aleatorias med iante
radiacion UV a 425nm y evaluar su efecto sobre la capacidad productora de amonio
de los mutantes evaluados.
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B. Elaboracidn de curvas de supervivencia

La propuesta de utilizar la diferencia en densidad dptica con placas de 96 pozos
se rechazo ya que al momento de incubar las placas, se originaron leves diferencias en
el volumen del liquido inoculado en el pozo que causaron una diferencia en el OD no
asociado al crecimiento bacteriano. Seguido, se intentd evaluar mediante la técnica de
vertido en placa, sin embargo, esto representaba una complicacién a la hora de
recolectar las colonias y transferirlas al medio de seleccién de nitrdgeno, pues se tenia
el riesgo de que parte del medio nutritivo se transfiriera, representando una fuente de
nitrogeno no deseada. Finalmente, se decidid evaluar la supervivencia bacteriana
mediante la técnica de esparcido en placa. Para el caso de L. sphaericus, no fue posible
obtener colonias aisladas, por lo que Unicamente se evalud la presencia o ausencia de
crecimiento tras la irradiacion.

Se analizaron muestras de K. oxytoca y P. aeruginosa (n=36) para generar un
modelo predictivo para explicar el efecto del tiempo y de la especie en la supervivencia
de bacterias Gram negativas tras su irradiacion aluz UV a 425nm mediante el prototipo
de camara UV GiP001 marca Serproma. Se obtuvo que tanto la especie como el tiempo
de irradiacion se incluyen en el modelo méas parsimonioso para explicar dicha variable
respuesta y ambos presentan un efecto claro. Para el caso del tiempo de exposicion, el
tamafo del efecto indica que, por cada segundo de irradiacion, el porcentaje de
supervivencia decrece en alrededor de un 65%. En cuanto al tamafio del efecto de la
especie, se obtuvo que la radiacion decrece la supervivencia aproximadamente un 38%
mas para P. aeruginosa, en comparacion a K. oxytoca.

Curva de supervivencia para las bacterias Gram negativas analizadas

Especie K. owptoca P. aeruginosa

100 7
=
8 751
=
T
=
=
T
=
7 507
@
=
2z
|
T 251
5
o

0 : : : : :
0 1 2 3 4 5

Tiempo de exposicion a radiacidn UW(s)

Figura 7. Curva de supervivencia elaborada para las bacterias Gram negativas
analizadas tras exposicion a radiacion UV mediante prototipo de camara UV Gi P001
marca Serproma.

Se observa que el porcentaje de colonias sobrevivientes decrece en funcion del
tiempo de forma consistente para ambas especies. Para los tiempos en los que el
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intervalo de confianza del 95% pudo ser calculado con valores de supervivencia arriba
de 0, estos parecen traslaparse para ambas especies.

Cuadro 1. Resumen de la seleccion del modelo linear mixto generalizado propuesto
para predecir el porcentaje de supervivencia de las bacterias Gram negativas
analizadas. Se incluye, para cada modelo candidato, el logaritmo de la verosimilitud
(LogL), el valor del criterio de informacion de Akaike corregido para tamafios de
muestra pequenos (AICc), el cambio en el valor de AICc (AAICc)y el peso del AICc

(WwAICc)
Modelo candidato LogL AlCc AAICc wAICc
% de supervivencia
% de supervivencia -131.300  274.6 0.00 0.656
~Especie + Tiempo de
exposicion a radiacién
uv
% de supervivencia -133.302  275.9 1.29 0.344
~Tiempo de exposicion a
radiacion UV
% de supervivencia ~ -145.458  300.2 25.61 0.000
Especie
% de supervivencia ~1  -148.701  304.2 29.55 0.000

Nota: EI ID de cada caja Petri evaluada fue utilizada como el efecto aleatorio en todos
los modelos.

Se obtuvo que el modelo mas parsimonioso es el que incluye tanto a la especie
evaluada como el tiempo de exposicion a la radiacién UV para predecir el porcentaje
de supervivencia de las bacterias Gram negativas analizadas.

Cuadro 2. Tamafio del efecto (B), error estandar (SE), limite inferior (LIC)y superior
(LSC) del intervalo de 95% de confianza para las variables incluidas en el modelo més
parsimonioso para describir el porcentaje de supervivencia de las bacterias Gram
negativas evaluadas.

Variable B SE LIC LSC

% de supervivencia
Intercepto 4.58897 | 0.21445 4.1686453 5.009292593
Tiempo de exposicion a  -0.61831  0.07468 -0.7646659 -0.471945119
radiaciéon UV
Especie -0.11875 = 0.05942 -0.2352121 -0.002279239

Nota: Para el caso de especie, el nivel de referencia corresponde a K. oxytoca. Ambas
variables explicativas presentan un efecto claro. Se utiliz6 el modelo completo para
obtener un wAICc combinado de 1.

Para la variable de tiempo de exposicion a radiacion UV, se obtuvo que la
variable presenta un efecto claro, negativo, sobre la supervivencia de las bacterias Gram
negativas evaluadas. De igual manera, la especie evaluada presenta un efecto claro,
negativo, sobre dicha variable.

Para el caso del tiempo de supervivencia para L. sphaericus, se obtuvo de igual
manera gue la probabilidad de crecimiento de dicha especie se ve afectadapor el tiempo
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de exposicion a radiacion UV de forma negativa, como lo indica el tamafio de efecto
para dicha variable en el Cuadro 4.

Crecimiento de {. sphaericus tras exposicién a radiaciéon UV

pasitiva

Crecimiento

I:‘ negativo
. paositiva

Crecimiento de L sphaericus

negativo 1

a 1| 2I 3I 4I 5I
Tiempo de exposicion a radiacian Uy (s)
Figura 8. Diagrama de violin elaborado para el crecimiento de L. sphaericus tras

exposicion a radiacion UV mediante prototipo de camara UV Gi P001 marca
Serproma.

Se aprecia que la probabilidad de crecimiento positivo decrece en funcion del
tiempo, mientras que aumenta para el caso de una ausencia de crecimiento. Se
obtuvieron tiempos en los que es probable tanto un crecimiento positivo como uno
negativo.

Cuadro 3. Resumen de la seleccion del modelo linear mixto generalizado propuesto
para explicar la presencia o ausencia de crecimiento de L. sphaericus en funcion del
tiempo de exposicion a radiacion UV. Se incluye, para cada modelo candidato, el
logaritmo de la verosimilitud (LogL), el valor del criterio de informacion de Akaike
corregido para tamafios de muestra pequefios (AlCc), el cambio en el valor de AlICc
(AAICc)y el peso del AICc (WwAICc)

Modelo candidato LogL AlCc AAICc wAICc

Presencia de crecimiento
de L. sphaericus

Crecimiento ~ Tiempo -8.219 23.4 0.00 1
de exposicion a radiacion

uv

Crecimiento ~ 1 -20.527 455 22.14 0

Nota: EI ID de cada caja Petri evaluada fue utilizada como el efecto aleatorio en todos
los modelos.
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Frente a un modelo nulo, el modelo que propone el tiempo de exposicion a la
radiacion UV para predecir la presencia o ausencia de crecimiento de L. sphaericus es
mas parsimonioso y presenta un 100% de los datos que pueden ser explicados por los
modelos propuestos.

Cuadro 4. Tamafio del efecto (B), error estandar (SE), limite inferior (LIC)y superior
(LSC) del intervalo de 95% de confianza para las variables incluidas en el modelo més
parsimonioso para describir la presencia de crecimiento de L. sphaericus

Variable B SE LIC LSC
Presencia de crecimiento
de L. sphaericus

Intercepto 19.253 10.359 2.866906 *
Tiempo de exposicion a  -9.256 4.491 -31.082312 -2.082956
radiacion UV

Nota: La variable presenta un efecto claro. El limite superior del intercepto no pudo
ser calculado.

Eltiempo deexposicién a radiacion UV presenta un efecto claro, negativo, sobre
la supervivencia de L. sphaericus.

Para evaluar la cantidad de amonio producido por los pools de mutantes
evaluados, se evaluaron 3 muestras de 22 pools distintos (n=66). EI NMDS no parece
mostrar diferencias tanto para el factor especie como el factor tiempo. Acorde a la
selecciobn de modelos presentada en el Cuadro 5, el modelo nulo es igual de
parsimonioso que el modelo con la variable especie para explicar la variable respuesta
y la variable especie no muestra un efecto claro sobre la capacidad del mutante para
producir amonio, como se observa en el Cuadro 6.

A
0.10
Especie
A ® [Jigbsialia oxyioca
o A | ysinibacillus sphasricus
& 0.05 ®
g m
A iempo
= b, S
A A .,
- ® 3
0.00 | 4 4
® &
./
02 0.0 0.2 0.4
NMDS1

Figura 9. NMDS para evaluar las diferencias en la concentracion de amonio
producido tras 48 horas, acorde a las especies y tiempos evaluados.
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Tras el andlisis de escalamiento dimensional, no se aprecia la formacién de
grupos distintivos del resto de muestras evaluadas.

Cuantificacion de amonio para mutantes de K. oxyfoca y L. sphaericus generados

B3 Comolk BS k3 BE w3 B3 13 B3 L8
ES ContolL ES ks BE w9 EJ L4 B3 L9
Pool BR K1 B vs BA 0 B3 s
=40 BE s B Lo B3 1
=% B B B

- — o
o @ =3
=1 S =1

Concentracion de amonio (ug/mL)

o
S

s éﬁ
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= T e I g e i

Blanco Control K KI K2 i3 K4 5 [ 7 K k9 KIO ContlL L Lz 3 ) 15 L6 7 ] Lo
Pool

Figura 10. Visualizacion de la concentracion de amonio producida por los mutantes
de K. oxytoca y L. sphaericus generados tras su exposicién a radiacion UV.

Para ambas especies, los pools 1-5 fueron irradiados por 3 segundos y los pools
6-10 por 4 segundos, bajo las condiciones previamente descritas. Se obtuvo que los
pools de L. sphaericus presentan, en la mayoria de casos, una mayor variabilidad en
cuanto al amonio producido, en contraste a los pools de K. oxytoca.

Cuadro 5. Resumen de la seleccién del modelo linear mixto propuesto para predecir
la cantidad de amonio fijado por los pools mutantes generados. Se incluye, para cada
modelo candidato, el logaritmo de la verosimilitud (LogL), el valor del criterio de
informacion de Akaike corregido para tamafios de muestra pequefios (AlCc), el
cambio en el valor de AICc (AAICc)y el peso del AICc (WAICc)

Modelo candidato LogL AlCc AAICc wAICc
Log(Concentracién de
amonio)
Log(Concentracion de -107.020 | 222.7 0.00 0.533
amonio) ~ Especie
Log(Concentracion de -108.733  223.9 1.16 0.299
amonio) ~ 1
Log(Concentracion de -107.476 | 226.0 3.26 0.105

amonio) ~ Tiempo de

exposicién a radiacion

UV + Especie

Log(Concentracion de -109.150 227.0 4.26 0.063
amonio) ~ Tiempo de

exposicion a radiacion

uv
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Nota: El Pool al que corresponde cada muestra fue utilizado como el efecto aleatorio
en todos los modelos.

Dentro de los modelos propuestos, tanto el que presenta a la especie evaluada
como Vvariable predictora, como el modelo nulo son igual de parsimoniosos. El modelo
que contiene la variable predictora solo posee el 53.3% de los datos que pueden ser
explicados por los modelos propuestos.

Cuadro 6. Tamafio del efecto (B), error estandar (SE), limite inferior (LIC)y superior
(LSC) del intervalo de 95% de confianza para las variables incluidas en el modelo mas
parsimonioso para describir la cantidad de amonio producida por los pools de
mutantes generados.

Variable B SE LIC LSC
Log(Concentracion de
amonio)
Intercepto 1.8883 25.365 1.1668692 2.609715
Especie 45.644 15.910 -0.1193031 1.921189

Nota: La especie no muestra un efecto claro. Para dicho factor, el nivel de referencia es
K. oxytoca.

Se obtuvo que la especie bacteriana no presenta un efecto claro sobre la cantidad
de amonio que los pools de mutantes producen.

Para el analisis del efecto del tiempo sobre la cantidad de amonio producida, se
evaluaron de forma separada las muestras correspondientes a cada especie analizada
(n=33) y sus pools correspondientes (11). Para el caso de L. sphaericus, el NMDS no
parece indicar una diferencia entre tiempos de exposicion. Esto es confirmado mediante
el modelo linear generalizado, en el que el tiempo de exposicion no presenta un efecto
claro, como se observa en el intervalo de confianza mostrado en el cuadro 8.

Caso contrario se observo en el caso de K. oxytoca, en la que el NMDS presenta
a las muestras expuestas a radiacion en un grupo separado respecto a las muestras no
expuestas. Esto se confirma con el modelo efectuado, en el cual se determiné que la
exposicion a radiacién UV tiene un efecto claro, negativo, respecto a la produccion de
amonio para esta especie, como se observa en el cuadro 10.

28




NMDS2

0.101
0.05-
a0 e
¢ .J
0.00- ’
%
Py
] 1‘.
0.051 He
04 02 00 02
NMDS1

Tiempo(S)
0

® 3

® 4

Figura 11. NMDS para evaluar las diferencias en la concentracion de amonio
producido tras 48 horas por parte de los pools de L. sphaericus, en los tiempos

evaluados.

Al analizar de forma separada los datos obtenidos para L. sphaericus, aun no se

aprecia la formacién deun grupo distinguible que muestre, a nivel cualitativo, un efecto

del tiempo de exposicion a radiacion UV sobre la produccion de amonio.
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Cuantificacién de amonio para mutantes de L. sphaericus
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Figura 12. Visualizacién de la concentracién de amonio producida por los mutantes
de L. sphaericus generados tras su exposicion a radiacion UV. Los pools 1-5 fueron
irradiados por 3 segundos y las muestras 6-10 por 4 segundos, bajo las condiciones

previamente descritas.
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Al analizar de forma independiente la cuantificacion de amonio para L.
sphaericus, se obtuvo que 7 de 10 pools analizados parecen mostrar una capacidad
productora de amonio superior, en comparacion al control utilizado.

Cuantificacion de amonio para mutantes de L. sphaeticus
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Figura 13. Visualizacién de la concentracion de amonio producida por los mutantes
de L. sphaericus, acorde al tiempo de exposicion a radiacion UV,

En cuanto al tiempo de exposicién a radiacion bajo las condiciones descritas, a
nivel cualitativo, no se aprecia una diferencia marcada entre los distintos tiempos
utilizados. Los tiempos 3 y 4s muestran una variabilidad mas grande en comparacion al
tiempo de exposicion 0s

Cuadro 7. Resumen de la seleccion del modelo linear mixto generalizado
propuesto para predecir la cantidad de amonio fijado por los pools mutantes generados
de L. sphaericus. Se incluye, para cada modelo candidato, el logaritmo de la
verosimilitud (LogL), el valor del criterio de informacion de Akaike corregido para
tamanos de muestra pequefios (AlICc), el cambio en el valor de AICc (AAICc)y el peso
del AlICc (WAICc)

Modelo candidato LogL AlCc AAICc wAICc
Log(Concentracién de
amonio)

Log(Concentracion de -60.228  129.9 0.00 0.539

amonio) ~ Tiempo de
exposicion a radiacion

uv
Log(Concentracion de -61.683  130.2 0.31 0.461
amonio) ~ 1

Nota: El Pool al que corresponde cada muestra fue utilizado como el efecto aleatorio
en todos los modelos.
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En comparacién a un modelo nulo, el modelo que incluye al tiempo de
exposicion a radiacion UV resulta igual de parsimonioso, en adicion, solo es capaz de
predecir un 53.9% de los datos que los modelos generados pueden predecir.

Cuadro 8. Tamafio del efecto (B), error estandar (SE), limite inferior (LIC)y superior
(LSC) del intervalo de 95% de confianza para las variables incluidas en el modelo mas
parsimonioso para describir la cantidad de amonio producida por los pools de
mutantes generados para L. sphaericus.

Variable B SE LIC LSC
Concentracion de amonio
Intercepto 0.6251 1.2746 -1.84706120 @ 3.097219
Tiempo de exposicion a  0.6802 0.3781 -0.05319194  1.413519
radiacion UV

Nota: Lavariable explicativa no presenta un efecto claro.

La variable incluida en el modelo propuesto no presenta un efecto claro sobre
la cantidad de amonio producida por parte de los pools de mutantes de L. sphaericus
generados.
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Figura 14. NMDS para evaluar las diferencias en la concentracién de amonio
producido tras 48 horas por parte de los pools de K. oxytoca en los tiempos evaluados.

Tras analizar de forma individual los resultados de los pools de K. oxytoca, se
aprecia a nivel cualitativo que las muestras que fueron expuestas 0s a la radiacion UV
se agrupan en un grupo distinto a aquellas que fueron expuestas 3y 4s.
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Figura 15. Visualizacién de la concentracién de amonio producida por los mutantes
de K. oxytoca generados tras su exposicion a radiacion UV. Los pools 1-5 fueron
irradiados por 3 segundos y las muestras 6-10 por 4 segundos, bajo las condiciones
previamente descritas.

Concordando con lo obtenido en el NMDS, se aprecia que hay una diferencia
clara en la produccién de amonio entre las bacterias que fueron expuestas a la radiacion
UVy las que no.
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Figura 16. Visualizacion de la concentracion de amonio producida por los mutantes
de K. oxytoca, acorde al tiempo de exposicion a radiacion UV,

Al agrupar los pools de K. oxytoca acorde al tiempo de exposicion, se aprecia
de forma mas clara a nivel cualitativo el efecto de la exposicion a radiacion UV sobre
la produccion de amonio de dicha especie.
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Cuadro9. Resumen de la seleccion del modelo linear mixto generalizado propuesto
para predecir la cantidad de amonio fijado por los pools mutantes generados de K.
oxytoca. Se incluye, para cada modelo candidato, el logaritmo de la verosimilitud
(LogL), el valor del criterio de informacion de Akaike corregido para tamafios de

muestra pequeios (AICc), el cambio en el valor de AICc (AAICc)y el peso del AICc

(wAICc)

Modelo candidato LogL AlCc AAICc wWAICc
Concentracion de amonio

Concentracion de -93.096 195.6 0.00 1

amonio ~ Tiempo de

exposicion a radiacién

uv

Concentracion de -102.131 2111 15.47 0

amonio ~ 1

Nota: El Pool al que corresponde cada muestra fue utilizado como el efecto aleatorio
en todos los modelos.

Frente a un modelo nulo, el modelo que incluye el tiempo de exposicion a
radiacion UV para explicar la cantidad de amonio producido por los mutantes de K.
oxytoca es el mas parsimonioso Yy es capaz deexplicar un 100% de los datosque pueden
ser predichos por el conjunto de modelos propuestos.

Cuadro 10. Tamano del efecto (B), error estandar (SE), limite inferior (LIC)y
superior (LSC) del intervalo de 95% de confianza para las variables incluidas en el
modelo mas parsimonioso para describir la cantidad de amonio producida por los
pools de mutantes generados para K. oxytoca.

Variable B SE LIC LSC
Concentracion de amonio
Intercepto 35.159 4.609 4.3923258 5.2619517
Tiempo de exposicion a  -7.983 1.367 -10.634556 -5.330919
radiacion UV

Nota: Lavariable explicativa presenta un efecto claro.

Para la prediccion de la cantidad de amonio producida por los pools de mutantes de K.
oxytoca generados, el tiempo de exposicion a radiacién UV presenta un efecto claro.
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IX. Analisis de resultados

El objetivo del proyecto de investigacion fue cumplido, pues fue posible desarrollar
un protocolo que permita inducir mutaciones en bacterias de interés, asi como evaluar
el cambio en un rasgo fenotipico tras dicho proceso, en este caso, la fijacion de
nitrégeno. Para el presente, la induccién de mutaciones fue evaluada de forma indirecta
mediante las curvas de supervivencia, pues la forma en la que la radiacion UV afecta a
la supervivencia bacteriana es mediante la induccion de mutaciones, especificamente,
formacién de dimeros de pirimidina. En cuanto a los efectos de este proceso sobre la
fijacién de nitrogeno, esto se evalué mediante la produccion de amonio en un medio
libre de nitrégeno.

Para la supervivencia de las bacterias analizadas, se obtuvo que la radiacion UV
tuvo un efecto claro negativo tanto para el caso de bacterias Gram negativas como Gram
positivas. A primera instancia, esto sugiere que el efecto de la radiacion UV no se ve
influenciado por la composicion de la pared celular de la especie analizada. Pullerits y
colaboradores (2020), indican que el contenido de guanina y citocina de cada taxa se
correlaciona con su sensibilidad a la radiacion UV. Por otro lado, McKinney y Pruden
(2012) evaluaron el efecto de la radiacion UV en 4 bacterias, de las cuales las 2 Gram
positivas mostraron una menor sensibilidad en comparacion a las 2 Gram negativas. En
conjunto, esto sugiere que la composicion de la membrana no es el Gnico factor
determinante para la supervivencia de la bacteria tras ser expuesta a radiacion UV pero
si contribuye a dicho fendmeno.

En el caso de las 2 especies Gram negativas evaluadas, los resultados del modelo
generado indican que hay un efecto claro que hace que P. aeruginosa sea mas
susceptible que K. oxytoca a la radiacion UV a 425nm (Cuadro 2). Lo obtenido se
relaciona con lo descrito por Rezaie y colaboradores (2020), quienes observaron que
para P. aeruginosa, la exposicion a radiacion UV mostrd un mayor efecto sobre su
crecimiento, en comparacion a otra especie del género Klebsiella, K. pneumoniae, en 3
tiempos de exposicion distintos. A nivel visual, no se observa una region de la curva en
particular en la que dicho efecto se manifieste de forma clara (Figura 7), por lo que se
infiere que el efecto de la radiacion UV es constantea lo largo deltiempo de exposicion.

En el caso de L. sphaericus, como se observa en la Figura 3, la probabilidad de
supervivencia aumenta mientras menos se expone la muestra a radiacion UV, lo que
concuerda con lo mencionado previamente. A pesar de esto, hubo una muestra que no
presento crecimiento aun en ausencia de exposicion a la radiacion. Se plantea que esto
puede estar relacionado al hecho de que, en un inicio, se estaba teniendo dificultad para
obtener colonias aisladas tras esparcir el inoculo en la caja Petri. A diferencia de las
bacterias Gram negativas evaluadas, esta no se disuelve en su totalidad al inocularla en
el medio liquido, en su lugar, quedaba un precipitado, que se atribuye a las esporas
formadas por esta especie, el cual era descartada previo a inocular el agar. En pruebas
posteriores, se conservo este precipitado, tras lo que fue posible obtener colonias
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aisladas. A pesar de que el efecto de la radiacién UV sobre esta especie no pudo ser
comparado de forma directa con las Gram negativas, se espera que el efecto de esta
fuese menor, debido a su capacidad de formar estructuras de supervivencia (Rojas y
Dussan, 2017). A pesar de esto, la suficiente dosificacion de radiacién UV puede hacer
que L. sphaericus pierda la viabilidad de sus esporas (Cokmds, et al., 2000)

En cuanto a la cuantificacion de amonio producido, tanto K. oxytoca como L.
sphaericus han sido reportadas como fijadoras de nitrogeno (Temme, et al., 2012)
(Martinez y Dussan, 2017). En este caso, todos los pools de mutantes de K. oxytoca
mostraron una actividad fijadora de nitr6geno reducida en comparacion a la muestra
control, como se aprecia en la Figura 15. En el caso de L. sphaericus, 7 pools
presentaron mutantes con una capacidad de produccién de amonio aparentemente
mejorada comparada al control, como se aprecia en la Figura 12. El porquée de este
efecto debe determinarse mediante la secuenciacion de los genes nif. Debido a la
naturaleza aleatoria del proceso y al bajo numero dereplicas, se plantea que aumentando
el nimero de replicas, se obtendria un comportamiento similar para ambas especies.
Para L. sphaericus, por ejemplo, el gen nifQ unicamente tiene 49 potenciales sitios para
inducir dimeros de pirimidinas (Shabanamol, et al., 2018). Para K. oxytoca, nifQ
contiene al menos 54 potenciales sitios para que la radiacion UV genere dichos
productossecundarios (Arnold, etal., 1988). Con esto en consideracion, ambas especies
pueden ser sometidas a un proceso de mutagénesis por dicha fuente de radiacion.

Para la evaluacion de los mutantes generados, se analizd en pools debido a que no
se disponia de los recursos para analizar cada colonia obtenida de forma individual.
Como se observa en la Figura 10, se obtuvo una mayor variabilidad dentro de los pools
para el caso de L. sphaericus. Esto sugiere que la mutagénesis aleatoria genera
mutaciones cuyo impacto es mas variable en L. sphaericus que en K. oxytoca.Se plantea
que esta variabilidad no viene directamente de las mutaciones inducidas, sino de la
capacidad de cada especie para repararlas. Lamprecht y colaboradores (2020)
encontraron 5 genes en Escherichia coli asociados especificamente a la proteccion
frente a radiacion UV, adicionales a los mecanismos previamente conocidos de
reparacion a las lesiones inducidas por esta. Se plantea que los pools de K. oxytoca tiene
una maquinaria celular que repara y previene las mutaciones inducidas por radiacion
UV con mayor eficacia, en comparacion a L. sphaericus.

Debe tomarse en cuenta que, al haber analizado los mutantes en forma de pools, no
es posible determinar exactamente que colonia mutante esta contribuyendo a la fijacion
de nitrogeno mejorado. Se debe tomar en cuenta que hay casos en los que los genes nif
estan regulados de forma negativa por el nitrégeno disponible en el medio, de forma
que al haber nitrogeno en exceso, el proceso se reprime (Wang, et al., 2018). Al incluir
el pool varios mutantes, se plantea pudo haber interferencia en la capacidad fijadora de
nitrégeno de cada uno de ellos por el nitrégeno fijado por los mutantes con los que
compartia pool. Es posible que hayan mutantes en las que el mecanismo regulatorio
frente a una fuente exdgena de nitrégeno haya sido inhabilitado a causa de la radiacion,
por lo que estos mutantes fueron capaces de seguir fijando nitrégeno.

El que las muestras evaluadas presenten una capacidad fijadora de nitrégeno
distintas al control utilizado para cada especie indica que las mutaciones generadas no
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fueron reparadas al momento de llevar a cabo la cuantificacion. Esto se atribuye al
hecho de que el medio Burk utilizado para evaluar la capacidad productorade amonio
fue suministrado con cafeina al 0.6%. Majumdar y Chandra (1985), propusieron que la
presencia de cafeina en el medio inhibe la via de reparacion de ADN que se activa
inmediatamente tras la irradiacion UV. Whitney y Weir (2015), proponen que la
presencia de cafeina en el medio afecta la respuesta SOS de la bacteria, mediante la
proteina UmuC, afectando la supervivencia celular. Otro factor para tomar en cuenta es
que las muestras se protegieron de la luz directa tras la irradiacién. Esto evita que la
fotoliasa, enzima encargada de corregir los dimeros de pirimidina, se active. Esto hace
que las mutaciones generadas persistan (Vechtomova, et al., 2021).

Se descartd la evaluacion de la actividad fijadora de nitr6geno de P. aeruginosa ya
que se desconocia la procedencia de la cepa utilizada para evaluar las condiciones de
supervivencia. Estaespecie es potencialmente patdgenay, dado que es deseable que las
bacterias con fijacion de nitrogeno mejorada sean aplicadas en cultivos, esta es una
caracteristica no deseada. A pesar de esto, aun se considera de interés evaluar una cepa
no patogeénica de esta especie, pues, ademas del potencial fijador de nitrégeno, se ha
descrito su capacidad desnitrificante, lo que implica que puede llegar a mitigar el efecto
ambiental de los gases de efecto invernadero nitrificados que se originan a partir de la
suministracion artificial de nitrogeno (Arat, et al., 2015).

Dentro de las limitaciones del estudio, en primer lugar, se tiene que no se cuenta
con la informacion de dosimetria para la radiacion UV a 425nm que incidi6 sobre la
muestra. Debido a esto, la informacion del efecto del tiempo de exposicion a radiacion
UV presentada se limita a una exposicion bajo las condiciones del prototipo de cdmara
UVGi P001 marca Serproma. Con esto en consideracion, se recomienda determinar la
dosis de radiacion incidente en el punto de exposicion, de forma que pueda replicarse
la metodologia con otro tipo de equipo.

En segundo lugar, se tiene la limitante de que no fue posible evaluar el crecimiento
de colonias aisladas de bacterias Gram positivas, por lo que no es posible comparar el
tamano del efecto obtenido para las bacterias Gram negativas con el obtenido para L.
sphaericus. Se recomienda evaluar el crecimiento de otras bacterias Gram positivas y
Gram negativas con la metodologia descrita para la evaluacion de los tiempos de
supervivencia, de manera que el tamafio del efecto sea comparable entre bacterias con
distinta composicion en la pared celular, contenido CG, cambio en morfologia,
produccion de estructuras de supervivencia, entre otras variables que pueden impactar
dicho fenémeno.
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X. Conclusiones

Fue posible elaborar un protocolo que permita someter a mutagénesis aleatoria
por radiacién UV a 425nm a K. oxytoca y L. sphaericus y evaluar su efecto en
la capacidad fijadora de nitrdgeno de estas.

Siete de los 10 pools mutantes de L. sphaericus evaluados mostraron una
capacidad fijadora de nitrdgeno aparentemente mejorada.

Ninguno de los pools mutantes de K. oxytoca evaluados mostraron una
capacidad fijadora de nitrégeno aparentemente mejorada.

Tanto el tiempo de exposicion a radiacion UV como la especie evaluada son
factores con un efecto claro sobre la supervivencia de bacterias Gram negativas.
El tiempo de exposicion a radiacion UV presenta un efecto claro negativo sobre
la supervivencia de L. sphaericus.

La especie evaluada no presenta un efecto claro sobre la produccién de amonio
por parte de los mutantes generados.

El tiempo de exposicion a radiacion UV presenta un efecto claro negativo sobre
la capacidad de K. oxytoca para producir amonio.
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Xl. Recomendaciones

Evaluar el efectode la exposicién delos mutantes a luz directa tras lairradiacién
sobre la produccion de amonio.

Evaluar el efecto de la ausencia de cafeina en el medio selectivo sobre la
produccién de amonio por parte de los mutantes.

Incluir en la curva de supervivencia especies Gram negativas, para poder
comparar el tamafio del efecto de la naturaleza Gram de la bacteria sobre su
supervivencia.

Analizar la capacidad fijadora de nitrogeno de forma individual para las colonias
contenidas en los pools que presentaron una capacidad fijadora de nitrdgeno
mejorada.

Secuenciar los genes nif de los mutantes contenidosen los pools que presentaron
una capacidad fijadora de nitrbgeno mejorada, para disefiar un ensayo de
mutagénesis dirigida que permita evaluar el efecto de estas mutaciones.
Realizar una curva decrecimiento para los mutantes contenidos en los pools que
presentaron una capacidad fijadora de nitrbgeno mejorada, de forma que pueda
obtenerse una idea del fitness de estas en un medio nutritivo.
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Figura 17. Prueba cuantitativa para la produccion de amonio por parte de los pools de
mutantes de L. sphaericus.

Cuadro 11. Mapade carga para la prueba cuantitativa para la produccién de amonio por parte
de los pools de mutantesde L. sphaericus.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A U U U U U U U U U U U U

B U BI L11 131 151 L71 L91 E1l E12 E13 U

C U Bl L12 132 L52 L72 L92 E21 E22 E23 U

D U Bl L13 L33 L53 L73 L93 E31 E32 E33 U

E U LO1 L21 L41 L61 L81 L10 E41 E42 E43 U
1

F U LO2 L22 L42 L62 1L82 L10 ES1 E52 E53 U
2

G U LO3 L23 L43 L63 L83 L10 E61 E62 E63 U
3

H U U U U U U U U U U U U
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Cuadro 12. Lecturas de absorbancia originales para la prueba cuantitativa para la
produccion de amonio por parte de los pools de mutantes de L. sphaericus obtenida
mediante Biotek ELx800.

1 2 3 6 7 8 9 10 12
A | 0.115 | 0.079 | 0.102 | 0.069 | 0.076 | 0.078 | 0.097 | 0.074 | 0.081 | 0.076 | 0.085 [ 0.058
B | 0.084 | 0.864
C | 0.087 | 0.868
D | 0.084 | 0.798
E | 0.087 | 1.202
= 0.078 | 1.281
G | 0.075 | 1.066
H | 0.122 | 0.116
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Figura 18. Prueba cuantitativa para la produccion de amonio por parte de los pools de
mutantes de L. sphaericus.

Cuadro 13. Mapade carga para la prueba cuantitativa para la produccién de amonio por parte
de los pools de mutantes de K. oxytoca.

425

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A U U U U U U U U U U U U
B U Bl K1l K31 K51 K71 K91 E1l E12 E13 U
C U Bl K12 K32 K52 K72 K92 E21 E22 E23 U
D U Bl K13 K33 K53 K73 K93 E31 E32 E33 U
E U K01 K21 K41 K61 K81 K101 E41 E42 E43 U
F U K02 K22 K42 K62 K82 K102 ES1 E52 E53 U
G U K03 ' K23 K43 K63 K83 K103 E61 E62 E63 U
H U U U U U U U U U U U U

51



Cuadro 14. Lecturas de absorbancia originales para la prueba cuantitativa para la
produccion de amonio por parte de los pools de mutantes de K. oxytoca obtenida
mediante Biotek ELx800.

00 02 04 06 08 10

Expected

00 02 04 06 038

1 2 8 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A | 0.048 | 0.057 | 0.082 | 0.053 | 0.059 | 0.055 | 0.059 | 0.051 | 0.049 | 0.053 | 0.056 | 0.048
B 0.05 0.815 | 1.255 | 1.372 | 1.418 | 1.029 | 1.264 | 0.048 0.054
C | 0.047 | 0.675 1.13 1.37 1617 | 1.104 | 1.276 | 0.048 0.054
D | 0.048 | 0.744 | 1.068 | 1.258 | 1.487 | 1.045 | 1.169 0.05 0.058
E | 0048 [ 1994 | 1.126 | 1.146 | 1.273 | 1.315 | 1.219 | 0.048 | 1.804 | 1.703 | 1.346 | 0.059
F | 0.051 | 2006 | 0.951 | 1.036 | 1438 | 1.222 | 1.245 | 0.049 | 0.773 | 0.752 0.73 0.052
G | 0.076 | 1.798 [ 1.139 | 1.159 1.26 1.02 0.902 | 0.053 | 0.653 | 0.621 | 0.573 | 0.053
H | 0.057 0.06 0.063 | 0.046 | 0.051 | 0.052 | 0.049 | 0.049 | 0.048 | 0.056 | 0.061 | 0.096
DHARMa residual
Residual vs. predicted
Q0 plot residuals Quantile deviations detected {red curves)
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Figura 19. Diagndstico de residuales para modelos de regresion jerarquicos
(multinivel/mixtos) (DHARMa) para el modelo mas parsimonioso para describir el

porcentaje de supervivencia de las bacterias Gram negativas evaluadas.
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Figura 20. Prueba de sobredispersion para el modelo méas parsimonioso para describir
el porcentaje de supervivencia de las bacterias Gram negativas evaluadas.
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Figura 21. DHARMa para el modelo mas parsimonioso para describir la presencia de
crecimiento de L. sphaericus.

dispersion ratio = 0.002
Pearson's Chi-sSquared = 0,055
p-value = 1

Mo overdispersion detected.

Figura 22. Prueba de sobredispersion para el modelo mas parsimonioso para describir
la presencia de crecimiento de L. sphaericus.
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Figura 23. DHARMa para el modelo seleccionado para evaluar la produccion de
amonio por los mutantes evaluados
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Figura 24. DHARMa para el modelo seleccionado para evaluar la produccion de
amonio por los pools de mutantes de L. sphaericus evaluados
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Figura 25. DHARMa para el modelo seleccionado para evaluar la produccion de
amonio por los pools de mutantes de K. oxytoca evaluados
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Figura 26. Screening inicial para seleccionar las bacterias fijadoras de nitrégeno con
medio selectivo libre de cafeina.
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Figura 27. Screening inicial para seleccionar las bacterias fijadoras de nitrégeno con
medio selectivo con cafeina al 0.3%.

Anexo 14. Script utilizado para el analisis estadistico de la supervivencia de las
bacterias Gram negativas evaluadas

library(dplyr)
library(readxl)
library(ggplot2)
library(MASS)
library(MuMIn)
library(DHARMa)
library(Ime4)
library(nlme)
library(lattice)
library(bpnreg)
library(RColorBrewer)
library(RCurl)
library(plyr)
library(scales)
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library(ggpubr)
library(jtools)

library(pscl)

library(blmeco)

library(vegan)

library(glmmTMB)

library(ZIM)

library(performance)

#Ingreso de datos

data <- read_excel("C:/Users/Julio/Desktop/Tesis/gramnegativas.xIsx")

View(data)

str(data)

data$ID <- as.factor(data$lD)

data$Especie <- as.factor(data$Especie)

str(data)

ggplot(data, aes(y= Porcentaje, x= Especie, fill = Especie)) +

geom_boxplot()

source("C:/Users/Julio/Desktop/HighstatLibV10.R")

Var <- c¢("Tiempo", "Especie™)

pairs(data[,Var], lower.panel = panel.smooth,
upper.panel = panel.cor,
diag.panel = panel.hist)

#Evaluacion de VIF

Varl <- c("Tiempo", "Especie™)

corvif(data[,Varl])

cand.modelsl <- list()

cand.models1[["Completo™]] = glmer("Porcentaje’ ~ Tiempo + Especie + (1|ID),
family=poisson, data = data, na.action=na.fail)

cand.models1[["Tiempo™]] = glmer("Porcentaje’ ~ Tiempo + (1|/ID), family=poisson,
data = data, na.action=na.fail)

cand.models1[["Especie”]] = glmer("Porcentaje’ ~ Especie + (1|/ID), family=poisson,
data = data, na.action=na.fail)
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cand.models1[["Nulo"T] = glmer('Porcentaje’ ~1 + (1|ID), data = data,
family=poisson, na.action=na.fail)

dredge.out<-model.sel(cand.modelsl,rank="AlCc")
dredge.out

subset(dredge.out,delta<?)

#Validacion del mejor modelo del grupo 1

Modelo <- glmer("Porcentaje” ~ Tiempo + Especie + (1|ID), family=poisson, data =
data, na.action=na.fail)

summary(Modelo)
options(scipen=999) #notacion cientifica
summary(Modelo)
confint(Modelo) #intervalos de confianza

simulationOutput <- simulateResiduals(fittedModel = Modelo, plot = T) #prueba
DHARMa-residual

plot(Modelo)

check_overdispersion(Modelo)

#hay sobredispersion, se cambia la distribucion
cand.models2 <- list()

cand.models2[["Completo™]] = gimmTMB(Porcentaje” ~ Tiempo + Especie + (1]ID),
family=poisson, ziformula=~1, data = data, na.action=na.fail)

cand.models2[["Tiempo™]] = glmmTMB( Porcentaje’ ~ Tiempo + (1]ID),
family=poisson, ziformula=~1, data = data, na.action=na.fail)

cand.models2[["Especie”]] = gimmTMB( Porcentaje’ ~ Especie + (1|ID),
family=poisson, ziformula=~1, data = data, na.action=na.fail)

cand.models2[["Nulo™]] = giImmTMB('Porcentaje” ~ 1 + (1|ID), data = data,
family=poisson, ziformula=~1, na.action=na.fail)

dredge.out<-model.sel(cand.models2,rank="AlCc")
dredge.out
subset(dredge.out,delta<?)
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Modelo2 <- gimnmTMB( Porcentaje” ~ Tiempo + Especie + (1|ID), family=poisson,
ziformula=~1, data = data, na.action=na.fail)

summary(Modelo2)

options(scipen=999) #notacidn cientifica
summary(Modelo?2)

confint(Modelo2) #intervalos de confianza

simulationOutput <- simulateResiduals(fitted Model = Modelo2, plot = T) #prueba
DHARMa-residual

plot(Modelo2)

check_overdispersion(Modelo2)
#no se detecta sobredispersion

# plot

ggplot(data, aes(x= Tiempo, y= Porcentaje, group = Especie, color=Especie)) +
geom_point() +
geom_smooth(aes(fill=Especie),method=loess, se=TRUE, size=1)+
labs(x = "Tiempo", y = "Porcentaje de supervivencia (%)") +
labs(title="Curva de supervivencia para las bacterias Gram negativas analizadas")+
theme_pubr()+
theme(axis.text.x = element_text(angle = 0, hjust = 0))+
xlab("Tiempo de exposicién a radiacion UV(s)")+
scale_y_continuous(expand = c(0, 0), limits = c(0, 180))+
scale_x_continuous(expand = ¢(0, 0), limits = c¢(0, 5.5))+
scale_fill_manual(name="Especie",
labels = c(substitute(paste(italic("K. oxytoca"))),
substitute(paste(italic("P. aeruginosa™)))),
values = c("Klebsiella"="pink",
"Pseudomonas"="skyblue™))+
scale_color_manual(name="Especie",

labels = c(substitute(paste(italic("K. oxytoca™))),
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substitute(paste(italic("P. aeruginosa")))),
values = c("Klebsiella"="pink",
"Pseudomonas”="skyblue"))

Anexo 15. Script utilizado para el analisis estadistico de la supervivencia de L.
sphaericus

library(dplyr)
library(readxl)
library(ggplot2)
library(MASS)
library(MuMIn)
library(DHARMa)
library(Ime4)
library(nlme)
library(lattice)
library(bpnreg)
library(RColorBrewer)
library(RCurl)
library(plyr)
library(scales)

library(ggpubr)
library(jtools)

library(pscl)

library(blmeco)

library(vegan)

library(gimmTMB)

library(ZI1M)

library(performance)

#Ingreso de datos

data <- read_excel("C:/Users/Julio/Desktop/lysijuntos.xlsx")
View(data)

str(data)
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data$I D <- as.factor(data$ID)
data$Crecimiento <- as.factor(data$Crecimiento)

str(data)

ggplot(data, aes(y= Crecimiento, x= Tiempo, fill = Crecimiento)) +
geom_violin() +

labs(x = "Tiempo de exposicion a radiacion UV (s)", y =
substitute(paste("Crecimiento de ", italic("L. sphaericus™)))) +

theme_classic()+

labs(title=substitute(paste("Crecimiento de", italic("L. sphaericus"), " tras
exposicion a radiacion UV™)))+

theme(axis.text.x = element_text(angle = 0, hjust = 1))+

scale_x_continuous(expand = c(0, 0), limits = c¢(0, 5.5))

cand.modelsl <- list()

cand.models1[["Completo™]] = glmer("Crecimiento” ~ Tiempo + (1|ID),
family=binomial, data = data, na.action=na.fail)

cand.models1[["Nulo"]] = glmer('Crecimiento™ ~ 1 + (1|ID), family=binomial ,data=
data, na.action=na.fail)

dredge.out<-model.sel(cand.models1,rank="AlCc")
dredge.out

subset(dredge.out,delta<2)

#Validacion del mejor modelo del grupo 1

Modelo <- glmer("Crecimiento™ ~ Tiempo + (1|ID), family=binomial, data=data,
na.action=na.fail)

summary(Modelo)
options(scipen=999) #notacion cientifica
summary(Modelo)
confint(Modelo) #intervalos de confianza

simulationOutput <- simulateResiduals(fitted Model = Modelo, plot = T) #prueba
DHARMaresidual

plot(Modelo)
levels(data$Crecimiento)

61



check_overdispersion(Modelo)

Anexo 16. Script utilizado para el analisis estadistico de la cuantificacion de nitrogeno
en los pools de mutantes generados para las especies evaluadas.

library(dplyr)
library(readxl)
library(ggplot2)
library(MASS)
library(MuMIn)
library(DHARMa)
library(Ime4)
library(nlme)
library(lattice)
library(bpnreg)
library(RColorBrewer)
library(RCurl)
library(plyr)
library(scales)

library(ggpubr)
library(jtools)

library(pscl)

library(blmeco)

library(vegan)

library(glmmTMB)

library(ZIM)

library(performance)

data <- read_excel("C:/Users/Julio/Desktop/cuantificacion junta.xlIsx")
View(data)

str(data)

data$ID <- as.factor(data$lD)
data$Especie <- as.factor(data$Especie)

data$Pool <- as.factor(data$Pool)
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str(data)
ggplot(data=data, aes(x= Pool, y= ConcugmL, fill=Pool)) +
geom_boxplot()+

labs(title=substitute(paste("Cuantificacion de amonio para mutantes de ", italic("K.
oxytoca y L. sphaericus"), " generados")) , x = "Pool", y = "Concentracién de amonio
(ug/mL)")+

geom_point(stat="identity", fill="steelblue")+

scale_x_discrete(limits=c("Blanco”, "Control K", "K1", "K2","K3", "K4",
"K5","Kg", "K7", "K8", "K9", "K10",

"Control L", "L1", "L2","L8", "L4", "L5""L6", "L7", "L8", "L9",
"L10")+

theme(plot.title=element_text(hjust=0.5, size=20))+
theme_pubr()+
theme(axis.title = element_text(size = 15))+
theme(axis.text.x = element_text(size = 10))+
scale_y _continuous(expand = c(0, 0), limits = ¢(0, 225))
row.has.na <- apply(data, 1, function(x){any(is.na(x))})
sum(row.has.na)
data <- data['row.has.na,]
any(is.na(data))
data$Tiempo = as.factor(data$Tiempo)
#NMDS
#Creacion de objeto con variables a analizar
NMDS1 <- data[,5:ncol(data)]
NMDSm <- as.matrix(NMDS1) #Generacion de matriz de distancias
set.seed(123) #lteraciones para verificar el ordenamiento
NMDSF <- metaMDS(NMDSm, distance = "bray")
#Calculo del NMDS vy visualizacion de resultados
NMDSF
plot(NMDSF)
#Modificaciones visuales para resulado final de NMDS

data.scores = as.data.frame(scores(NMDSF))
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data.scores$ConcugmL = data$ConcugmL
data.scores$Tiempo = data$Tiempo
data.scores$Especie = data$Especie
head (data.scores)
#Grafico final
NMDSPLOT <- ggplot(data.scores, aes(x = NMDS1, y = NMDS2)) +
geom_point(size = 4, aes(colour = Tiempo, shape = Especie))+
theme(axis.text.y = element_text(colour = "black", size = 12, face = "bold"),
axis.text.x = element_text(colour = "black”, face = "bold", size = 12),
legend.text = element_text(size = 12, face ="italic", colour ="black"),
legend.position = "right”, axis.title.y = element_text(face = "bold", size = 14),
axis.title.x = element_text(face = "bold", size = 14, colour = "black™),
legend.title = element_text(size = 14, colour = "black", face = "bold"),

panel.background = element_blank(), panel.border = element_rect(colour =
"black”, fill = NA, size = 1.2),

legend.key=element_blank())
NMDSPLOT

data$Tiempo = as.numeric(data$Tiempo)

source(*'C:/Users/Julio/Desktop/HighstatLibVV10.R™)
Var <- c("Tiempo", "Especie")
pairs(data[,Var], lower.panel = panel.smooth,
upper.panel = panel.cor,
diag.panel = panel.hist)
#Evaluacion de VIF
Varl <- ¢("Tiempo", "Especie")

corvif(data[,Varl])

cand.modelsl <- list()
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cand.models1[["Completo™]] = Imer("ConcugmL" ~ Tiempo + Especie + (1|Pool),
data = data, na.action=na.fail)

cand.models1[["Tiempo™]] = Imer("ConcugmL" ~ Tiempo + (1|Pool), data = data,
na.action=na.fail)

cand.models1[["Especie”]] = Imer("ConcugmL’ ~ Especie + (1|Pool), data=data,
na.action=na.fail)

cand.models1[["Nulo™]] = Imer("'ConcugmL™ ~ 1 + (1|Pool), data = data,
na.action=na.fail)

dredge.out<-model.sel(cand.modelsl,rank="AlCc")
dredge.out

subset(dredge.out,delta<?2)

#Validacion del mejor modelo del grupo 1

Modelo = Imer("ConcugmL" ~ Tiempo + Especie + (1|Pool), data=data,
na.action=na.fail)

summary(Modelo)
options(scipen=999) #notacion cientifica
summary(Modelo)
confint(Modelo) #intervalos de confianza

simulationOutput <- simulateResiduals(fittedModel = Modelo, plot = T) #prueba
DHARMaresidual

plot(Modelo)

#EI modelo no se valida, se realizara una transformacion logaritcmica

concl<-log(data$ConcugmL)

cand.models2 <- list()

cand.models2[["Completo™]] = Imer(‘concl™ ~ Tiempo + Especie + (1|Pool), data=
data, na.action=na.fail)

cand.models2[["Tiempo™]] = Imer("'concl™ ~ Tiempo + (1|Pool), data = data,
na.action=na.fail)

cand.models2[["Especie"]] = Imer(‘concl” ~ Especie + (1|Pool), data = data,
na.action=na.fail)

cand.models2[["Nulo™]] = Imer('concl” ~1 + (1|Pool), data = data, na.action=na.fail)
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dredge.out<-model.sel(cand.models2,rank="AlCc")

dredge.out

subset(dredge.out,delta<?2)

#Validacion del mejor modelo del grupo 1

Modelo2 = Imer("concl™ ~ Especie + (1|Pool), data = data, na.action=na.fail)
summary(Modelo2)

options(scipen=999) #notacion cientifica

summary(Modelo2)

confint(Modelo2) #intervalos de confianza

simulationOutput <- simulateResiduals(fitted Model = Modelo2, plot = T) #prueba
DHARMa-residual

#el modelo se valida

Anexo 16. Script utilizado para el analisis estadistico de la cuantificacion de nitrogeno
en los pools de mutantes generados para K. oxytoca.

library(dplyr)
library(readxl)

library(ggplot2)
library(jtools)

library(pscl)

library(blmeco)

library(vegan)

data <- read_excel("C:/Users/Julio/Desktop/Tesis/Cuantificacion amonio kleb.xIsx")

View(data)

str(data)

data$ID <-as.factor(data$ID)

data$Pool <- as.factor(data$Pool)

str(data)

ggplot(data=data, aes(x= Pool, y= ConcugmL, fill=Pool)) +
geom_boxplot()+

labs(title=substitute(paste("Cuantificacion de amonio para mutantes de ", italic("K.
oxytoca"))) , x = "Pool", y = "Concentracion de amonio (ug/mL)")+
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scale_x_discrete(limits=c("Blanco”, "Control", "K1", "K2","K3", "K4", "K5","K6",
"K7", "K8", "K9", "K10™)+

geom_point(stat="identity", fill="steelblue™)+
theme(plot.title=element_text(hjust=0.5, size=20))+
theme_pubr()+
theme(axis.title = element_text(size = 15))+
theme(axis.text.x = element_text(size = 10))+
scale_y_continuous(expand = c(0, 0), limits = ¢(0, 50))
data$Tiempo <- as.factor(data$Tiempo)
ggplot(data=data, aes(x= Tiempo, y= ConcugmL, fill=Tiempo)) +
geom_boxplot()+

labs(title=substitute(paste("Cuantificacién de amonio para mutantes de ", italic("K.
oxytoca™))) , x = "Tiempo (s)", y = "Concentracion de amonio (ug/mL)")+

geom_point(stat="identity", fill="steelblue™)+
theme(plot.title=element_text(hjust=0.5, size=20))+
theme_pubr()+

theme(axis.title = element_text(size = 15))+
theme(axis.text.x = element_text(size = 10))+

scale_y continuous(expand = c(0, 0), limits = ¢(0, 50))

row.has.na <- apply(data, 1, function(x){any(is.na(x))})
sum(row.has.na)
data <- data['row.has.na,]

any(is.na(data))

data$Tiempo = as.factor(data$Tiempo)

#NMDS

#Creacion de objeto con variables a analizar

NMDS1 <- data[,4:ncol(data)]

NMDSm <- as.matrix(NMDS1) #Generacion de matriz de distancias

set.seed(123) #lteraciones para verificar el ordenamiento
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NMDSF <- metaMDS(NMDSm, distance = "bray")
#Calculo del NMDS vy visualizacion de resultados
NMDSF
plot(NMDSF)
#Modificaciones visuales para resulado final de NMDS
data.scores = as.data.frame(scores(NMDSF))
data.scores$ConcugmL = data$ConcugmL
data.scores$Tiempo = data$Tiempo
head (data.scores)
#Grafico final
NMDSPLOT <- ggplot(data.scores, aes(x = NMDS1, y = NMDS2)) +
geom_point(size = 4, aes(colour = Tiempo))+
theme(axis.text.y = element_text(colour = "black", size = 12, face = "bold"),
axis.text.x = element_text(colour = "black", face = "bold", size = 12),
legend.text = element_text(size = 12, face ="italic", colour ="black"),
legend.position = "right”, axis.title.y = element_text(face = "bold", size = 14),
axis.title.x = element_text(face = "bold", size = 14, colour = "black™),
legend.title = element_text(size = 14, colour = "black™, face = "bold™),

panel.background = element_blank(), panel.border = element_rect(colour =
"black”, fill = NA, size = 1.2),

legend.key=element_blank())
NMDSPLOT

data$Tiempo = as.numeric(data$Tiempo)

cand.modelsl <- list()

cand.models1[["Completo™]] = Imer("ConcugmL™ ~ Tiempo + (1|Pool), data = data,
na.action=na.fail)

cand.models1[["Nulo™]] = Imer("'ConcugmL™ ~ 1 + (1|Pool), data = data,
na.action=na.fail)

dredge.out<-model.sel(cand.modelsl,rank="AlCc")

dredge.out
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subset(dredge.out,delta<?)

#Validacion del mejor modelo del grupo 1

Modelo <- Imer("ConcugmL" ~ Tiempo + (1|Pool), data = data, na.action=na.fail)
summary(Modelo)

options(scipen=999) #notacion cientifica

summary(Modelo)

confint(Modelo) #intervalos de confianza

simulationOutput <- simulateResiduals(fittedModel = Modelo, plot = T) #prueba
DHARMaresidual

plot(Modelo)

Anexo 17. Script utilizado para el analisis estadistico de la cuantificacion de nitrogeno
en los pools de mutantes generados para L. sphaericus

library(dplyr)
library(readxl)

library(ggplot2)
library(jtools)

library(pscl)

library(blmeco)

library(vegan)

data <- read_excel("C:/Users/Julio/Desktop/Tesis/Cuantificacion amonio lysi.xIsx")

View(data)

str(data)

data$ID <- as.factor(data$ID)

data$Pool <- as.factor(data$Pool)

str(data)

ggplot(data=data, aes(x= Pool, y= ConcugmL, fill=Pool)) +
geom_boxplot()+

labs(title=substitute(paste("Cuantificacién de amonio para mutantes de ", italic("L.
sphaericus™))) , x = "Pool", y = "Concentracion de amonio (ug/mL)")+

scale_x_discrete(limits=c("Blanco”, "Control", "L1", "L2","L3", "L4", "L5","L6",
"L7", "L8", "L9", "L10™)+

geom_point(stat="identity", fill="steelblue™)+
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theme(plot.title=element_text(hjust=0.5, size=20))+
theme_pubr()+
theme(axis.title = element_text(size = 15))+
theme(axis.text.x = element_text(size = 10))+
scale_y continuous(expand = c(0, 0), limits = c(0, 225))
row.has.na <- apply(data, 1, function(x){any(is.na(x))})
sum(row.has.na)
data <- data['row.has.na,]

any(is.na(data))

ggplot(data=data, aes(x= Tiempo, y= ConcugmL, fill=Tiempo)) +
geom_smooth()+

labs(title=substitute(paste("Cuantificacién de amonio para mutantes de ", italic("L.
sphaericus™)) , x = "Tiempo (s)", y = "Concentracion de amonio (ug/mL)™)+

geom_point(stat="identity", fill="steelblue™)+
theme(plot.title=element_text(hjust=0.5, size=20))+
theme_pubr()+
theme(axis.title = element_text(size = 15))+
theme(axis.text.x = element_text(size = 10))+
scale_y continuous(expand = ¢(0, 0), limits = c(0, 225))
row.has.na <- apply(data, 1, function(x){any(is.na(x))})
sum(row.has.na)
data <- data['row.has.na,]

any(is.na(data))

data$Tiempo = as.factor(data$ Tiempo)

#NMDS
#Creacion de objeto con variables a analizar
NMDS1 <- data[,4:ncol(data)]

NMDSm <- as.matrix(NMDS1) #Generacion de matriz de distancias
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set.seed(123) #lteraciones para verificar el ordenamiento
NMDSF <- metaMDS(NMDSm, distance = "bray")
#Calculo del NMDS vy visualizacion de resultados
NMDSF
plot(NMDSF)
#Modificaciones visuales para resulado final de NMDS
data.scores = as.data.frame(scores(NMDSF))
data.scores$ConcugmL = data$ConcugmL
data.scores$Tiempo = data$Tiempo
head(data.scores)
#Grafico final
NMDSPLOT <- ggplot(data.scores, aes(x = NMDS1, y = NMDS2)) +
geom_point(size = 4, aes(colour = Tiempo))+
theme(axis.text.y = element_text(colour = "black", size = 12, face = "bold"),
axis.text.x = element_text(colour = "black", face = "bold", size = 12),
legend.text = element_text(size = 12, face ="italic", colour ="black"),
legend.position = "right”, axis.title.y = element_text(face = "bold", size = 14),
axis.title.x = element_text(face = "bold", size = 14, colour = "black™),
legend.title = element_text(size = 14, colour = "black™, face = "bold"),

panel.background = element_blank(), panel.border = element_rect(colour =
"black”, fill = NA, size = 1.2),

legend.key=element_blank())
NMDSPLOT

data$Tiempo = as.numeric(data$Tiempo)

cand.modelsl <- list()

cand.models1[["Completo™]] = Imer("ConcugmL™ ~ Tiempo + (1|Pool), data = data,
na.action=na.fail)

cand.models1[["Nulo™]] = Imer("'ConcugmL™ ~ 1 + (1|Pool), data = data,
na.action=na.fail)

dredge.out<-model.sel(cand.modelsl,rank="AlCc")
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dredge.out

subset(dredge.out,delta<?2)

#Validacion del mejor modelo del grupo 1

Modelo <- Imer("ConcugmL™ ~ Tiempo + (1|Pool), data = data, na.action=na.fail)
summary(Modelo)

options(scipen=999) #notacion cientifica

summary(Modelo)

confint(Modelo) #intervalos de confianza

simulationOutput <- simulateResiduals(fittedModel = Modelo, plot = T) #prueba
DHARMa-residual

plot(Modelo)

#el modelo no se valida, se aplica transformacién logaritmica
cuanti <- log(data$ConcugmL)

cand.models2 <- list()

cand.models2[["Completo"]] = Imer(‘cuanti” ~ Tiempo + (1|Pool), data = data,
na.action=na.fail)

cand.models2[["Nulo"] = Imer(‘cuanti" ~ 1 + (1|Pool), data = data, na.action=na.fail)
dredge.out<-model.sel(cand.models2,rank="AlCc")

dredge.out

subset(dredge.out,delta<?2)

#Validacion del mejor modelo del grupo 1

Modelo2 <- Imer("cuanti- ~ Tiempo + (1|Pool), data = data, na.action=na.fail)
summary(Modelo2)

options(scipen=999) #notacion cientifica

summary(Modelo2)

confint(Modelo2) #intervalos de confianza

simulationOutput <- simulateResiduals(fittedModel = Modelo2, plot = T) #prueba
DHARMaresidual
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