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Antecedentes

Aumento del rendimiento de tomate Evaluating Pseudomonas aeruginosa as plant
(Lycopersicon esculentum Mill) cuando la raiz growth-promoting rhizobacteria in West Africa
se desarrolla colonizada por microorganismos
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Carrillo et al. Plantas de tomate Adesemoye y Ugoji. P. aeruginosa en
inoculadas con P. fluorescens: 2000 2005 comparacion con el control, podria haber
aumentaron hasta 45% la mejorado el sistema de adsorcion del agua y
produccion, mayor altura iniciaron nutrientes. Aumenta el crecimiento, fructificacion
la floracion 6 dias antes. temprana y aumento de la biomasa seca.
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Ventajas
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Figura 3. Fertilizante
urea.
https://sembramos.com.co/

fertilizante-urea-x-1-kg.html
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ENTRE LOS GENEROS DE BACTERIAS QUE
FORMAN PARTE DEL GRUPO DE PGPR SE
PUEDE ENCONTRAR A:

Figura 4. Algunos géneros de bacterias que
forman parte de PGPRS.(8)



P. extremaustralis

Figura 5. Micrografia electronica de barrido de

P. extremaustralis USBA-GBX-515. 2017.
https://www.ncbi.nIm.nih.gov/pmc/articles/PMC5731063/
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- 4-35°C

La Olleta, Suelo de
La cepa CMPUJU 515 fue Superparamos dentro de
aislada en 2010 en: Parque Natural Nacional de
Nevados. > 4000 msnm

La cepa CMPUJU 515
presenta caracteristicas
como:

- Resistencia al frio.

- Produccion de altos niveles
de polihidroxibutirato (PHB)

Luria Bertani. Tomado por la autora

Tolera y degrada Biorremediacion de
hidrocarburos hidrocarburos
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¢ Es posible que P. extremaustralis
promueva el crecimiento en tomate, y que
existan proteinas hipotéticas relacionadas
con este efecto?




OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar la capacidad de Pseudomonas extremaustralis CMPUJU
515 para promocion de crecimiento en tomate, e identificar
proteinas hipotéticas relacionadas




Objetivos especificos

Analizar el efecto de P. extremaustralis CMPUJU 515 sobre el
crecimiento en plantas de tomate in vivo.

Desarrollar una clasificacion funcional de proteinas hipotéticas de
P. extremaustralis CMPUJU 515.

Caracterizar proteinas hipotéticas de P. extremaustralis CMPUJU
515 relacionadas con promocion de crecimiento en tomate.



DISENO METODOLOGICO

Universo: Microorganismos
promotores de crecimiento
vegetal.

Poblacion: Bacterias del género
Pseudomonas sp. con capacidad
de promocion de crecimiento
vegetal.

Dependientes

Muestra: Pseudomonas
extremaustralis CMPUJU 515 con
posible actividad promotora de
crecimiento vegetal en tomate.

Independientes

F [ Indicadicadores}

"« Medidas de longitud de tallo, -
hojas y raiz.

* Peso humedo de tallo y raiz.

* Peso seco de tallo y raiz.

 Secuencias de proteinas

< hipotéticas. 4

* Factores genéticos asociados a
proteinas  hipotéticas de P
extremaustralis CMPUJU 515
relacionada con la promocion de
crecimiento en plantas de tomate.

* Mecanismos de promocion de
crecimiento para plantas de
tomate debido al efecto de
inoculacion de P. extremaustralis
CMPUJU 515.



METODOLOGIA

Preparacion de inoculos a
una concentracién ~1x10°

- 1x10%

2.0 ml de caldo LB:
- Peptona 1%
- Extracto de lev. 0,5%
- NaCl 1%

R e

Inocularon con:
- P. extremaustralis
- P. aeruginosa

Incubar por 24h a
200 rpm, 30°C

Inoculacion de
semillas de tomate

Se usaron 800
semillas comerciales

Se desinfectaron las

) semillas
Hipoclorito de ' e
sodioal 1% = Tt o
. "GN YA
por 5 min. se S A
lavaron 3 > e

Veces.

Desinfeccion
Vasos

15 min. En
camara UV

Esterilizacion del suelo

Separado en bolsas de
500 gr.

Se esterilizaron dos veces en
autoclave a 121°C, 15 libras de
presion, por 20 min. con una
diferencia de 24 horas entre
cada ciclo de esterilizacion

- Siembra.
- 0,017 fertilizante
- 3 repeticiones

~

Se realizaron 4 clases de
bioensayos:
1. P. extremaustralis CMPUJU 515.
2. P. aerigunosa PAO1
3. Fertilizante (0,017 gr)
4. Control

Se analizaron los
resultados de las
plantas en el
programa ANOVA

Se determino el area
foliar en el programa
Image J



Analisis bioinformatico

Analizar genoma P. extremasutralis, NCBI

Anotar Proteinas hipotéticas

https://www.ncbi.nim.nih.gov/

Comparar proteinas hipotéticas con la base E> - ldentidad: > 40%

de datos de NCBI.

- cobertura: >80%
- valor E: cercanoa O

Comparar proteinas hipotéticas con proteinas
relacionadas con Fijacion de nitrogeno y de AlA




RESULTADOS Y DISCUSION

m Objetivo 1: Analizar el efecto de P
extremaustralis CMPUJU 515 sobre el
crecimiento en plantas de tomate in vivo.

Figura 3. Plantas después ded semanas de su siembra, se puede apreciar que las plantas
inoculadas con P. extremaustralis (azul) muestran un mejor desarrollo en sus hojas.

(Amanllo: Control negativo, Verde: F. geruginosa, Blanco: Fertilizante) Figura 6. Plantas con 8 semanas de crecimiento. (Amarillo: Control negativo, Azul: P.

extremaustralis CMPUJU 515, Verde: P. aeruginosa PAO1, Blanco: Fertilizante)
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Carrillo et al. 2000. evidencié que biomasa de la
planta de tomate era mayor en aquellas plantas
inoculadas con P. fluorescens. Relacionado con P.
extremaustralis CMPUJU 515 (0.0121 g) genera
un efecto benéfico en este aspecto.

Variables

*P. extremaustralis CMPUJU 515 vs P. aeriginosa: A
*P. extremaustralis CMPUJU 515 vs control: B
*P. extremaustralis CMPUJU 515 vs Fertilizante: C
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Sanchez. 2011. evidencid que biomasa seca de la
parte aérea de la planta era mayor en aquellas
plantas inoculadas con P. putida. Relacionado con
P. extremaustralis CMPUJU 515 (0.0121 g) genera
un efecto benéfico en este aspecto.

*P. extremaustralis CMPUJU 515 vs P. aeriginosa PAO1: A
*P. extremaustralis CMPUJU 515 vs control: B
*P. extremaustralis CMPUJU 515 vs Fertilizante (Urea): C




LONGITUD RAIZY TALLO
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Ballesteros. 2018. evidencio en plantulas de
frijol que la longitud fue mayor en los
tratamientos con P. extremaustralis CMPUJU *P. extremaustralis CMPUJU 515 vs P. aeriginosa PAO1: A
515, P. aeruginosa PAO1 y B. subtilis ATCC *P. extremaustralis CMPUJU 515 vs control: B

6633 (23.09, 23.10 y 22.39 cm) de la raiz. *P. extremaustralis CMPUJU 515 vs Fertilizante (Urea): C




AREA DE HOJAS

AREA cm HOJAS

2,0000
C Se obtuvo un mejor resultado en las
‘E 1,5000 w plantas inoculadas con P. extremgustralis
S 1 CMPUJU 515 (1.2210 cm?) seguido por
ES 1,0000 w . P. aeruginosa PAO1 (0.9457 cm3).
<
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N Variables *P. extremaustralis CMPUJU 515 vs P. aeriginosa PAO1: A

*P. extremaustralis CMPUJU 515 vs control: B
*P. extremaustralis CMPUJU 515 vs Fertilizante (Urea): C




m Objetivo 2

Desarrollar una clasificacion funcional de proteinas
hipotéticas de P. extremaustralis CMPUJU 515.

Proteinas P. extremaustralis CMPUJU 515
(5.665 proteinas)

25%

Proteinas con funcion
conocida (4.228)

Proteinas hipoteticas
(1,417)

75%

Se anotaron funcionalmente
592 proteinas

Lopez et al. 2018. clasificaron en la
categoria de transporte y metabolismo
de aminoacidos (10.5%) seguido de
transcripcion (8.4%) y mecanismos de
transduccién de sefales (7.3%)

MTLIIEDGTGKPDAESYASAEDLALYAVKFGTVIPAGVPEQEALLRR

AALAMDGKTWKGRKMSSEQALSWPRREVLLDHEIKPNNYLPAR

IQYGQMALAAEIHQDDIDPVEKRKGAVTLERVEGAVTREYATIPN
TSGRLLPAAPDRPSATQFSDYLQRRGLFAVRA

MKRSAFFISDGTGITAETLGQSLLAQFENVTFAKFTRPYIDNADKA
RAMVQQINLAAEKDGFRPIIFDTIVNQDIREILATSNGFMIDIFSSF
LAPLEQELSEHSSYSVGKSHSIGHNSNYMERIEAVNFALDNDDGA
RTHYYDKADIILVGVSRCGKTPTCLYMAMQFGIRAANYPLTEDD
MEHLTLPTALRAHAHKLFGLTIDPDRLTAIRNERKPNSRYSSYAQCE
FEVREVENLFRRENIPHINSTHFSVEEISAKILVEKGVERRFK




m Objetivo 3

Caracterizar proteinas hipotéticas de P. extremaustralis
relacionadas con promocion de crecimiento en tomate.

Genes nif

NifO 24 _
_ Moreno et al. 2015. Estan
* NifH 8
altamente conservados en todos
NifB 3 los aislamientos de A. brasilense,
NifQ 17 como un marcador filogenético.
NifZ 19
NIfE 11
NifN 11
NifX 23
TOTAL 116 Genes de AIA
p N ipdC 9
Dai et al. 2015. Much if
aleta uchos genes ni HiSCl 12

adicionales juegan un papel en la
regulacion de genes nif y en procesos Genes nif HisC2 17
de maduracion de productos inactivos,
como el transporte de e, la biosintesis
K y ensamblaje de FeMo-cofactor /

TOTAL 38




OTROS RESULTADOS

Si hay contaminacion se observan los colores mas intensos como lo muestra Ia figura:

PROTOCOLO DE CUANTIFICACION DE
NITROGENO EN TEJIDO FOLIAR |
(CENIPALMA)
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Conclusiones

P. extremaustralis CMPUJU
515 generd aumento
significativo para los fenotipos
de peso seco de la raizy el
tallo en la longitud de la raiz y
el area foliar

El estudio in silico de las proteinas
hipotéticas de P. extremaustralis
dio una vision de su posible
funcionalidad en factores
asociados a promocion de
crecimiento en plantas

Este trabajo aporta un protocolo
para contenido de nitrégeno
usando espectrofotometria, que
puede ser usado como un fenotipo
adicional en pruebas de fijacion de
nitrdgeno en plantas.
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