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REPORTE PAP

Presentacion Institucional de los Proyectos de Aplicacion Profesional

Los Proyectos de Aplicacion Profesional (PAP) son experiencias socio-profesionales de los
alumnos que desde el curriculo de su formacion universitaria- enfrentan retos, resuelven
problemas o innovan una necesidad sociotécnica del entorno, en vinculacién (colaboracién)
(co-participacién) con grupos, instituciones, organizaciones o comunidades, en escenarios

reales donde comparten saberes.

El PAP, como espacio curricular de formacion vinculada, ha logrado integrar el Servicio
Social (acorde con las Orientaciones Fundamentales del ITESO), los requisitos de dar
cuenta de los saberes y del saber aplicar los mismos al culminar la formacién profesional
(Opcion Terminal), mediante la realizacion de proyectos profesionales de cara a las

necesidades y retos del entorno (Aplicacion Profesional).

ElI PAP es un proceso acotado en el tiempo en que los estudiantes, los beneficiarios externos
y los profesores se asocian colaborativamente y en red, en un proyecto, e incursionan en un
mundo social, como actores que enfrentan verdaderos problemas y desafios traducibles en
demandas pertinentes y socialmente relevantes. Frente a éstas transfieren experiencia de sus
saberes profesionales y demuestran que saben hacer, innovar, co-crear o transformar en

distintos campos sociales.

El PAP trata de sembrar en los estudiantes una disposicion permanente de encargarse de la
realidad con una actitud comprometida y ética frente a las disimetrias sociales. En otras

palabras, se trata del reto de “saber y aprender a transformar”.
El Reporte PAP consta de tres componentes:

El primer componente refiere al ciclo participativo del PAP, en donde se documentan las
diferentes fases del proyecto y las actividades que tuvieron lugar durante el desarrollo de

este y la valoracion de las incidencias en el entorno.

El segundo componente presenta los productos elaborados de acuerdo con su tipologia.



El tercer componente es la reflexion critica y ética de la experiencia, el reconocimiento de
las competencias y los aprendizajes profesionales que el estudiante desarrollo en el

transcurso de su labor.

Resumen

En este PAP, del Programa de Apoyo a la Investigacion, se realizé el trabajo titulado
Busqueda de microorganismos con capacidad 6xido reductora en suelos sometidos a estrés
hidrico en el Centro de Investigacion y Asistencia en Tecnologia y Disefio del Estado de
Jalisco, Guadalajara, Jalisco. El proyecto tiene como objetivo general investigar y
determinar la capacidad 6xido reductora en ambientes aridos. Se trabajé con una muestra de
suelo de Villa de Arriaga, San Luis Potosi para la siembray aislamiento de microorganismos,
asi como su analisis, identificacién y determinacién de su capacidad oxido reductora. La
identificacion se llevé a cabo utilizando un espectrograma de masa MALDI-TOF. El analisis
de capacidad 6xido reductora se llevo a cabo mediante dos pruebas cualitativas utilizando los
indicadores de Azure B y Poly R-478 en los medios de cultivo. Se obtuvieron algunos hongos

oxido reductores con ambos indicadores.

1. Ciclo participativo del Proyecto de Aplicacion Profesional

El PAP es una experiencia de aprendizaje y de contribucién social integrada por estudiantes,
profesores, actores sociales y responsables de las organizaciones, que de manera colaborativa
construir sus conocimientos para dar respuestas a problematicas de un contexto especifico y
en un tiempo delimitado. Por tanto, la experiencia PAP supone un proceso en ldgica de

proyecto, asi como de un estilo de trabajo participativo y reciproco entre los involucrados.

Este proyecto se desarrolla en el CIATEJ (Centro de Investigacion y Asistencia en
Tecnologia y Disefio del Estado de Jalisco) en la unidad de Zapopan. Siendo parte de
SECIHTI (Centro Publico de Investigacion de la secretaria de Ciencia, Humanidades,
Tecnologia e Innovacion) , especificamente en el departamento de Ingenieria Industrial. Se

utilizaron dos muestras de suelo, una tomada de Villa de Arriaga, San Luis Potosi y la otra
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de Atemajac, Jalisco, para aislar microorganismos nativos y determinar sus capacidades de
Oxido reduccion. Estas capacidades proporcionan resistencia al estrés hidrico que es
parcialmente responsable de la supervivencia de la flora en ambientes con poca

disponibilidad de agua.

El presente proyecto es de tipo experimental debido a que se realizan diversos ensayos de
laboratorio. Para ello, se plantean los objetivos tanto general como especificos.

Objetivo general

Investigar y determinar la capacidad 6xido reductora de los microorganismos nativos en el
suelo de Opuntia ficus-indica provenientes de ambientes aridos para ser afiadidos en la
rizosfera de los cultivos, dandoles una mayor tolerancia al estrés hidrico aplicables a los

cultivos comerciales.

Obijetivos especificos
e Aislar e identificar los microorganismos presentes en la rizosfera de Opuntia ficus-
indica de ambientes aridos y semi-aridos
e Evaluar cuales microorganismos presentan capacidad 6xido reductora

e Determinar la capacidad 6xido reductora de los microorganismos

1.1 Entendimiento del ambito y del contexto
El enfoque de este proyecto es la investigacion de la rizosfera en ambientes con poca
accesibilidad de agua, causando estrés hidrico que segun la planta tiene una tolerancia a esta
adversidad [1]. La rizosfera consiste en los microbiomas que habitan en las raices y tierra de
las plantas, teniendo una compleja red de interacciones que generan una simbiosis, mostrado
la capacidad que le brinda a las plantas para mantener una buena salud y hacer frente a
diferentes tipos de estrés a los que se sometan [2]. El estrés hidrico es el cambio fisiolégico
provocado por los factores ambientales por la falta de agua alterando una modificacion en la
expresion génica, buscando reducir el estrés hidrico. Durante el déficit hidrico se produce un
incremento en la reduccion incompleta de oxigeno molecular en el proceso de fotosintesis

produciendo radicales (OH-), oxigeno singlete (O.), radical superoxido (O2) y peroxido de
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hidrogeno (H20.), siendo altamente reactivos, requiriendo finalmente reductores de oxigeno,
siendo posible la compensacion por medio de la rizosfera [3]. En la presencia de una sequia,
principalmente las plantas cultivadas en la industria agricola, no son capaces de soportar el

cambio de condiciones y terminan pereciendo ante las condiciones adversas [4,5].

El estrés hidrico provoca cambios metabdlicos en la planta, cambiando de ruta de respiracion
celular para utilizar menos agua, produccion de proteinas quinasas para proteccion de
membrana, transportadores de acido abscisico y la produccion de especies reactivas de
oxigeno [6]. Ciertas plantas tienen una mayor capacidad de resistir y adaptarse a ambientes
aridos, por ello, se busca analizar su rizosfera ya adaptadas a estas condiciones y aplicar las
especies de microorganismos con capacidad 0xido reductivo para compensar el estrés hidrico

[7]1

El proceso para resolver el estrés hidrico inicia con la preparacion y posterior uso de los
medios de cultivo agar nutritivo (AG), agar de papa y dextrosa (PDA), medio de nopal y
medio de raiz de nopal. Estos medios fueron utilizados para la siembra de la muestra de Villa
de Arriaga, San Luis Potosi y la otra de Atemajac, Jalisco a partir de diluciones seriadas,
sembrando en cajas Petri utilizando el método de extension en superficie. Con el fin de aislar
los microorganismos, se uso la técnica de estria cruzada, un sembrado de las colonias viables
para su resiembra y posterior aislamiento. Siguiendo el proceso de aislamiento, los nuevos
cultivos requieren dejarlos crecer, monitorear su morfologia, y, en dado caso, repetir el
proceso para obtener colonias completamente aisladas [8,9,10]. Una vez se termine el
proceso de aislamiento, se identifica el microorganismo utilizando el equipo MALDI-TOF
(Matrix Assisted Laser Desorption/lonization Time of Flight), consistiendo en un
espectrometro de masa utilizado para el analisis de las proteinas de las bacterias y hongos,

siendo capaz de identificar especie de estos mismos [11].

Los hongos fueron sembrados en medios de cultivo consistiendo en agar nutritivo (AG), agar
de papa y dextrosa (PDA), medio preparado a partir de nopal y raiz de nopal en el cual
crecieron normalmente junto con los indicadores de Azure B y Poly R-478, con el fin de

evaluar si presenta capacidad o0xido reductora. La evaluacion de las bacterias consiste en el



uso de Azure B y Poly R-478 en caldo de papa y dextrosa dentro de pocillos de microplacas
de 96 pocillos con el fin de evaluarlos en espectrofotometro para medir el cambio de color
de cada uno [12, 13].

El proyecto fue iniciado en otofio del afio 2024, realizandose inicialmente un analisis de
abundancia microbioldgica mediante secuenciacion del 16s rRNA las muestras de Villa de
Arriaga, San Luis Potosi, y de Atemajac, Jalisco. Con respecto a la muestra de Villa de
Arriaga, San Luis Potosi, ya se llevd a cabo la siembra y aislamiento de microorganismos,

actualmente se estan evaluando sus capacidades 6xido reductoras.

1.2 Caracterizacion de la organizacion
El proyecto es realizado en el Centro de Investigacion y Asistencia en Tecnologia y Disefio
del Estado de Jalisco, A.C. (CIATEJ), el cual es un centro de investigacion Centro Publico
de Investigacion de la Secretaria de Ciencia, Humanidades, Tecnologia e Innovacion
(SECIHTI), dedicada a la investigacion de diversos proyectos, de igual manera ofrece

programas de posgrados e iniciacion a la investigacion [14,15].

El principal objetivo del CIATEJ es llevar a cabo las actividades de investigacion, desarrollo
tecnoldgico e innovacion para el fortalecimiento de la competitividad en sectores clave como
agricultura, industria alimentaria, salud y el manejo del medio ambiente [16]. Tiene como
objetivo el generar conocimiento y riqueza para el desarrollo sostenible de México.

El CIATEJ se conforma por diversas areas de desarrollo biotecnolégico, abarcando los
sectores de industria, vegetal, medicina y farmacéutica, la tecnologia alimentaria y ambiental.
El presente proyecto se desarrolla en el area de biotecnologia industrial la cual se enfoca en

la produccion y aplicacién de microorganismos en el sector agricola.

La directora de esta investigacion es la Dra. Iliana del Carmen Barrera Martinez, Doctora en
ciencias en bioprocesos, quien coordina el proyecto, administra las tareas, y revisa la

metodologia y los resultados. También participa la Dra. Karla Verdnica Taymennet, Doctora



en ciencias naturales e ingeniera en biotecnologia, encargada de la muestra de Villa de

Arriaga, San Luis Potosi, asesorando en la metodologia e interpretacion de resultados.

1.3 Identificacion de la(s) problematica(s)
La problemética son los periodos de sequia que pueden exponer a México a situaciones
inesperadas relacionadas al manejo de agua requeridas para diversas actividades. La
disposicion de agua afecta directamente a las actividades economicas, agricultura, mineria,
produccién energética, construccion, y manufactura entre, siendo el agua parte del

funcionamiento econdmico [17].

Las sequias afectan severamente a cualquier comunidad, principalmente a aquellas dedicadas
a la agricultura y ganaderia, en los cuales los factores climaticos tienen un impacto
significativo tanto en la seguridad alimentaria como en las actividades econémicas [18]. Los
episodios de sequia han generado repercusiones socioecondémicas, teniendo en cuenta el

crecimiento de poblacion y con ello la demanda de agua [19].

Los macroorganismos que habitan en el suelo en contacto con las raices de las plantas
constituyen la rizosfera, parte fundamental de la planta por su capacidad regulatoria y
especifica del metabolismo del huésped. Los microorganismos de la rizésfera son decisivos

para la salud de la planta y pueden coexistir patégenos del suelo y microorganismos benéficos

12].

Actualmente se ha realizado las primeras prospecciones de las muestras de suelo obtenidas
de Villa de Arriaga, San Luis Potosi y Atemajac, Jalisco. Ademas, se inicio el aislamiento de

microrganismos de las muestras de suelo de Villa de Arriaga, San Luis Potosi.

1.4. Planeacion de alternativa(s)
Las principales alternativas para tratar la sequia en el sector agricola consisten en el uso de
la rizosfera especializada de bacterias, la alteracion genética de las plantas cultivadas, y la
migracion de los sistemas de cultivo a sistemas con mayor eficiencia. La integracion de

nuevos microorganismos en la rizosfera tiene como objetico el apoyo y compensacion del



metabolismo de las plantas por medio de estos microorganismos, aumentando su tolerancia
al estrés hidrico [19, 20].

La ingenieria genetica, a grandes rasgos, consiste en una variedad de técnicas de biologia
molecular, fundamentalmente modificando la expresion metabdlica, afadiendo o
promoviendo rutas metabolicas, expresando factores de transcripcion, genes de ajuste
osmatico o la produccién de proteinas de proteccion celular [21]. La alteracion de genes en
presenta varias dificultades, principalmente su limitacion y efectividad en los cambios que
se pueden realizar, requiriendo una gran infraestructura para aplicarlo, ademas de la
posibilidad de efectos inesperados o dafios al ecosistema si termina afectando cultivos

diferentes al que se quiere controlar [22].

La aplicacion de nuevos sistemas de riego, como la técnica de riego por goteo, consiste en
un sistema de tuberias que enfocan el riego directamente en la raiz de la planta, optimizando
el agua utilizada. Esta alternativa requiere la inversion de infraestructura, asi como el

mantenimiento del sistema, lo cual dificulta su accesibilidad para cualquier agricultor [20].

Debido a estas dificultades, se busca implementar una alternativa para tratar esta
problematica, la cual, se fundamenta en la microbiologia. Con el fin de cumplir este objetivo,
se plane la reparticion de tareas como el cronograma que se presenta a continuacion. La tabla
1 muestra de manera gréafica las actividades a realizar y el tiempo que se espera dedicar a
cada una de ellas. La tabla 2 presenta las siglas correspondientes a los recursos, que se

mencionan, principalmente los equipos utilizados durante el proceso.



Tabla 1. Cronograma de actividades previstas para la realizacion del PAP

Nombrede | 5 |5 lovolov|lv|lv| vlvlvlv v | v|lv|lvlov|lov!|ovl|ov

laactivided | 8 |2 |S |S |S |3 |3 |3 |3 (3|3 |3 |3|3|3|3|3]3
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Preparacion | A |1

de mediode | K

cultivo

PDA/AN

Preparacion | A |1

de mediode | K

cultivo P

Nopal y Raiz

Siembra de K |2

muestra en

PDA/AN

Aislamiento K | 4

PDA/AN

Siembra de K |2

muestra en

Nopal/Raiz

Aislamiento | K | 3

Nopal/Raiz

Identificaci6 | M | 3

n de

bacterias

Identificaci6 | M | 3

n de Hongos

Evaluacion K |2
de capacidad
oxido-
reductiva.
Hongos

Evaluacion K |2
de capacidad | E
oxido-
reductiva.
Bacterias

Inventario de 2
cultivos

Resiembra K |2
de cultivos

Andlisis de 3
resultados

Presentacion 2
de resultados
finales

Tabla 2. Significado de las siglas de los recursos sefialados en el cronograma de actividades

Recursos utilizados
Siglas Significado
Autoclave
Campana de flujo laminar
Equipo MALDI-TOF
Espectrofotémetro
Procesador de alimentos

olm{zZ|x|>




1.5. Desarrollo de la propuesta de mejora
Para cumplir con los objetivos del presente PAP, se dividié el trabajo en 4 partes. La primera
parte consiste en la preparacién de medios de cultivo utilizados durante las pruebas y la
segunda parte consiste en el proceso de siembra y aislamiento de microorganismos. La
tercera parte se refiere a la caracterizacion e identificacion de los microorganismos, mientras

que la cuarta trata la evaluacion de la capacidad 6xido reductora.

Preparacion de medios de cultivo

Un medio de cultivo es un ambiente artificial que brinda nutrientes y condiciones fisicas para
el crecimiento de microorganismos. En el presente proyecto, se prepararon papa dextrosa
agar, agar nutritivo, agar nopal y agar raiz de nopal, ademas de papa dextrosa, caldo nutritivo,
caldo nopal y caldo de raiz de nopal [23]. La utilizacion de distintos medios de cultivo es
necesaria para presentar diversos ambientes con diferente disponibilidad de nutrientes porque
cada microorganismo tiene sus propias exigencias metabdlicas, teniendo los medios ricos en
nutrientes (papa dextrosa y caldo nutritivo) y los medios mas especificos hechos con biomasa
vegetal [24].

Los medios de cultivo preparados utilizando la penca de nopal y raiz de nopal, se basaron en
la metodologia de Nemr, et al. [25] y requieren el pretratamiento de biomasa vegetal para
cultivos de microorganismos en la rizosfera. El tratamiento fisico aumenta la disponibilidad
de los nutrientes y permita el crecimiento de los microorganismos, ademas de apoyar a la

esterilidad del medio.

Para la preparacion de papa dextrosa agar (PDA) se pesaron 24 g/L de papa dextrosa y 20
g/L de agar en un frasco de 1 litro, completando con agua destilada. Se llevo a disolucién y
después se esterilizo en autoclave a 121°C, 15 psi por 15 minutos. Posteriormente se dispenso
el medio en cajas Petri estériles dentro de una campana de flujo laminar. Se dejo solidificar
el medio, se guardaron las cajas en bolsas de plastico y se almacenaron en un cuarto frio a

4°C hasta su uso posterior.
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El agar nutritivo (AN) se prepar6é de manera similar que el PDA, pesando 20 g/L de caldo
nutritivo y 20 g/L de agar. Se siguio el mismo procedimiento de disolucion y esterilizacion,
después se vertio el medio en cajas Petri, se dejo solidificar y se almacenaron las cajas en el

cuarto frio.

Para la preparacion de los medios agar nopal y agar raiz de nopal, se pesaron 5 g/L de penca
fresca de nopal (Opuntia ficus-indica) o 5 g/L de raiz de nopal y 20 g/L de agar [25]. Se
lavaron las porciones por separado con agua corriente y se desinfectaron en una solucién de
cloro al 25% durante 4 minutos. Las porciones se lavaron con agua destilada y se sumergieron
en agua destilada limpia durante 4 minutos para después triturarlas con un procesador de
alimentos hasta pulverizar la biomasa lo mejor posible. Después, se colocé la biomasa en un
frasco de 1 L, se agrego el agar previamente pesado y se completd con agua destilada, para
llevar a esterilizar en autoclave en las condiciones antes mencionadas. Similar a los pasos
anteriores, se vertio cada uno de los medios en cajas Petri, se dejaron solidificar y se

guardaron en el cuarto frio.

De la misma manera se prepar6 caldo nutritivo (CN), papa dextrosa (PDB), caldo de nopal y
caldo raiz de nopal. Se mantiene las concentraciones de los medios, condiciones de
esterilizacion, pero no se vertieron en cajas Petri, solo se dejaron enfriar previamente a

almacenar en el cuarto frio.

Para las pruebas de actividad enzimatica 6xido reductor, se agregd Azure [ para la prueba de
peroxidasa. Se trata de un colorante metacromatico con carga negativa que tifie el medio de
un color azul marino. La prueba se considera positiva en caso de presentar una pérdida de
color, ya que al reaccionar el Azure B, pierde su color [26, 27]. También se utilizé colorante
polimétrico POLY R-478 de la misma manera que Azure 3, presentando un color rojo o

rosado intenso que al reaccionar se aclara, siendo un indicador de fenol oxidasa. [27]

Aislamiento de microorganismos
El proceso de aislamiento tiene como objetivo cultivar y propagar los microrganismos

presentes en las muestras de suelo. Su finalidad es la obtencion de cultivos puros para su
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posterior identificacion y caracterizacion. Es importante lograr cultivos puros porque de lo
contrario el manejo se complica, asi como aumenta su variabilidad, ademas de no ser posible

su identificacion [28]

El aislamiento de microorganismos inicié con la preparacion de las diluciones de suelo. Al
diluir la muestra, se reduce la cantidad de bacterias presentes y, por ende, al inocular se
presentan una menor carga de microrganismos. En caso de sembrar con una alta
concentracion de microrganismos, se dificulta la separacién y aislamiento hasta el punto de
ser inviable el proceso [29]. Para la primera siembra o inoculacion, se esparcieron alicuotas
de las diluciones a lo largo del medio de cultivo realizando una extensién con varilla,
buscando dispersar los microorganismos de la muestra a lo largo de la placa de Petri [30].

Las placas se incubaron a 30 °C y durante 24 horas antes de realizar el siguiente paso.

Para continuar con el proceso de aislamiento, se requiere la resiembra de los
microorganismos cultivados previamente. La segunda siembra se realizé con la intencion de
su aislamiento. Se hicieron siembras por medio de estria cruzada, esparciendo la biomasa de
una colonia presuntamente pura a otra caja Petri del mismo medio de cultivo. Se utiliz6 un
asa estéril para esparcir de manera ordenada la biomasa y verificar su purezay, en dado caso,
continuar con su aislamiento [31, 32]. Las placas se incubaron en las mismas condiciones

previamente mencionadas.

Para la siembra de la muestra de suelo de Villa de Arriaga, San Luis Potosi, México, se utilizd
la siguiente metodologia de dilucién. Se colocaron 2 g de suelo en un tubo Eppendorf, se
afiadié 1 mL de agua destilada, se homogenizé y se tomaron 100 pL que se diluyo en 900 pL

de agua en otro tubo Eppendorf, se repitio este proceso 8 veces.

Se vertié una alicuota de 100 pL de las diluciones sobre una caja Petri, previamente preparada
y se extendié por la placa utilizando una varilla plastica desechable. Se sembraron las
diluciones 107-2, 107-3, 107-5, 10"-6 y 107-7 en agar nutritivo (AN) y papa dextrosa agar
(PDA). El proceso se realizé inicialmente con la siembra de 10"-2, 10"-3, 10"-5, 106 y

12



107-7, al crecer y como se aprecia en las figuras 1y 2, el crecimiento de los microorganismos
presente una considerable concentracion, haciéndolo inviables su manejo. Por estos
resultados, se sembraron las diluciones 10"-3, 10"-4, 10"-5, 107-6 y 107-7 en los medios de
cultivo de agar nopal y raiz de nopal. Las condiciones de cultivo fueron a 30°C en un

ambiente aerobio igual que las previas.

En las figuras 1 a la 4 se presentan las cajas Petri de distintitos cultivos dos dias después de
su inoculacion, utilizadas para la resembraron los siguientes cultivos. Las cajas con una alta

carga de microorganismos no son aptas para su purificacion.

Figura 1. Siembra de diluciones seriadas de suelo de Villa de Arriaga, San Luis Potosi, en agar
nutritivo. A) Dilucién 10°-2, B) Dilucion 107-3, C) Dilucion 10°-5, D) Dilucién 10°-6, F) Dilucién 10/-
7.
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Figura 2. Siembra de diluciones seriadas de suelo de Villa de Arriaga, San Luis Potosi, en PDA. A)
Dilucién 107-2, B) Dilucién 10°-3, C) Dilucién 10/-5, D) Diluciéon 107-6, F) Dilucion 107-7.

Figura 3. Siembra de diluciones seriadas de suelo de Villa de Arriaga, San Luis Potosi, en agar raiz de
nopal. A) Dilucién 107-3, B) Dilucién 107-4, C) Dilucién 107-5, D) Dilucién 107-6, F) Dilucién 10°-7.
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Figura 4. Siembra de diluciones seriadas de suelo de Villa de Arriaga, San Luis Potosi, agar nopal. A)
Dilucion 107-3, B) Dilucién 107-, C) Dilucién 107-5, D) Dilucién 1076, F) Dilucion 1077,

El proceso de aislamiento por estria cruzada se realiz6 con la siguiente metodologia. De los
cultivos previamente sembrados se tomd una muestra de biomasa, y se sembro en otra caja
Petri, se tomd una muestra de biomasa utilizando un asa estéril y se esparcio por una nueva
caja Petri con el mismo medio de cultivo que el previo, realizando un estriado hasta
aproximadamente la mitad de la placa; de la porcidn final de la estria se tomé una muestra 'y
se formo otra estria; se repitio el proceso hasta no tener espacio en la caja Petri. Las cajas se
incubaron a 30°C durante 7 dias y se revisaron su crecimiento cada 24 horas. Se tomaron
muestras de la morfologia filamentosa, se sembraron por puncion en el propio medio en el
cual crecieron previamente, se incubaron en las mismas condiciones durante 48 horas. Las
muestras previas se almacenaron en refrigeracion a 4°C mientras que las resiembras se

conservaron en las mismas condiciones de incubacién.

Caracterizacién de microorganismos

La caracterizacién de microorganismos es un proceso sistematico con el objetivo de
identificar los microorganismos presentes en la muestra para posteriormente compararlos y
realizar otras pruebas. La caracterizacién de microorganismos fue realizada utilizando el
equipo MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser Desorption/lonization Time of Flight) [32]. Se
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utilizaron colonias de cultivo aparentemente puros con base en la morfologia visible en las

cajas Petri y se identificaron con un espectrometro de masa MALDI-TOF [33].

Para utilizar el equipo MALDI-TOF, se tomd una muestra de cultivo aparentemente puro con
un asa esteril y se colocd en un pocillo de la placa; se realizo por duplicada. Se agrego a cada
muestra 1 L de &cido formico al 70%, se dejo secar antes de afiadir 1 pL de la solucion
matriz (&cido alfa-ciano-4-hidroxicindmico a 10mg/mL) la cual es cargada en el equipo.

Se utiliz6 el software MALDI Biotyper [34] para interpretar los resultados del equipo
MALDI-TOF. Los valores se interpretan como una puntuacion si el valor supera 1.7 indica
una probable identificacion de género, valores de 2.0 a 2.3 asegura el género y probablemente
identifique la especie, una vez que el valor es superior a 2.3 es probable que tanto el género
como la especie sean correctamente identificados. La puntacidn que se presenta como score
probability (SP) indica la probabilidad de identificar un microorganismo con base en la
similitud de su espectro de masa con la base de datos que tiene el sistema. En caso de aparecer
como resultado de la subespecie, significando que no es posible distinguir si especie,

limitandose al género Unicamente [35].

Los resultados de la caracterizacion se resumen en las tablas 3 y 4. Se muestra el mejor
candidato, la calificacion y el género y especie del microorganismo. Se han presentado un
total de 10 géneros distintos y 16 especies diferentes confirmadas, siendo las anotaciones su
cadigo de identificacion seguidas de los valores de identificacion obtenidos. La primera parte
de los resultados presenta las especies encontradas en los resultados, mientras que la segunda

parte presenta todas las especies de Pseudomonas identificadas hasta el momento.

Tabla 3. Andlisis de cultivo puros con espectrometro de masa MALDI-TOF, primera parte.

Genero Especie Score
Paraburkholderia
RVAAO 7-1BD Caledonica 2.00 2.24
Paracoccus
RVAAO 7-1BB Yeei 2.18 2.18
Rhodotorula
RVAAO 3-5BDB Mucilaginosa 2.10 2.20
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Paenarthrobacter

RVAAO l 5-6B Histidinolovorans 1.82 2.04
Paraburkholderia

RVAAO I 7-1C Phymatum 2.04 2.01
Streptomyces

RVANO 7-9 Cyaneofuscatus 1.98 1.78
Paenibacillus

RVARO 7-3 Amylolyticus 2.02 1.93
RVARO 7-3B Amylolyticus 1.80 1.79
Stenotrophomonas

RVAPO 6-3 Sp 2.09 2.07
RVAPO 6-4 Sp 1.82 2.07
RVAPO 6-2C Sp 1.99 1.87
RVAPO 6-2 Sp 1.83 1.96
RVARO 6-6 Sp 181 1.83
RVARO 7-1B Rhizophila 1.77 1.72
Achromobacter

RVAAO 5-1 Xylosoxidans 1.72 1.73
RVAAO 5-5 Spanius 1.86 1.78
RVAPO 5-11 Piechaudii 1.93 1901

Tabla 4. Andlisis de cultivos puros con espectrémetro de masa MALDI-TOF, segunda parte.

Pseudomonas
RVAAO 3-4BB Koreensis 2.12 2.08
RVAPO 6-3BB Koreensis 1.86 1.89
RVAAO 6-1 Koreensis 1.85 2.01
RVAAO 5-9 Koreensis 1.98 2.05
RVAAO 6-2 Koreensis 1.94 1.94
RVAAO 5-8C Koreensis 2.01 2.19
RVAAO 5-9 Koreensis 1.89 191
RVARO 6-3 Koreensis 1.93 1.98
RVAPO 6-2 Corrugata 221 2.09
RVAPO 5-5B Corrugata 2.15 2.09
RVAPO 5-5C Corrugata 1.92 212
RVAPO 5-2B Corrugata 2.18 2.19
RVARO 6-7 Corrugata 1.97 191
RVAAO 5-1 Chlororaphis 1.80 1.75
RVARO 6-7B Chlororaphis 2.07 2.00
RVAPO 5-3BB Rhodesiae 2.28 2.32
RVAPO 5-3BBB Rhodesiae 2.23 231
RVAAO 3-1 Rhodesiae 2.25 2.25




RVANO 6-1 Rhodesiae 1.80 2.13
RVARO 6-5B Rhodesiae 1.99 2.13
RVARO 6-5D Rhodesiae 2.24 1.96
RVARO 7-4 Rhodesiae 231 2.29
RVARO 7-7 Rhodesiae 2.15 2.32
RVARO 6-8 Rhodesiae 1.89 1.85
RVAAO 6-3 Rhodesiae 1.96 2.28
RVAAO 5-1 Rhodesiae 2.19 1.93
RVAAO 5-2 Rhodesiae 2.29 2.29
RVAPO 3-1 Rhodesiae 191 2.10

Capacidad 6xido reductiva

Para la prueba cualitativa de determinacion de la capacidad 6xido reductora, se utilizaron
medios de cultivo adicionados con Azure 3 o POLY R-478 en los cuales se sembraron los
hongos; como prueba evaluativa, se sembraron en el centro con la técnica de puncion. Se
dejo crecer a 30 °C durante una semana y se revisé a contraluz la diferencia de color. La
presentacion de un halo claro en los bordes del hongo se interpretd como una prueba positiva,
es decir, hay capacidad 6xido reductora. Si no se observa el halo, la prueba fue negativa. Las
figuras 5 y 6 muestran el crecimiento de los hongos después de una semana o 168 horas de
incubacion. En la figura 5, la primera muestra situada en la esquina superior izquierda, es un
caso positivo en ambas pruebas, RVAPOG6-1 dentro de la figura 5. Resumiendo, los
resultados de la tabla 5, representan con un signo positivo si la prueba es exitosa y uno

negativo en el caso contrario.

18



RVAPO3-1D / / RVAAOS5-8 |

Figura 5. Cultivo de hongos en medios sdlidos con Azure p (placas de color azul) 0 POLY R-478
(placas de color rojo

Tabla 5. Resumen de la prueba de 6xido reduccién de los hongos inoculados en medio PDA y AN
adicionado con Azure p o POLY R-478. El signo (-) indica sin capacidad éxido reduccién y el (+) indica
capacidad 6xido reduccion.

ID AZURE B POLY R-478
RVAAO3-1 D , -
RVAAO3-3 B ; -
RVAAQ3-5 C - -
RVAAO3-5 D - -
RVAAQ5-3 - -
RVAPO5-8 + -
RVAPO5-13 + -

RVAPO6-1 e +

1.6. Valoracién de productos, resultados e impactos
El proyecto presenta un ambiente adecuado el cual promueve la capacidad de autogestion,
siendo un ambiente que facilita el apoyo y colaboracion con otros investigadores. Con una
serie de actividades diversas en sus metodologias, principalmente de biologia molecular
19



aplicadas, administracion del tiempo y recursos. Ademas de presentar un ambiente que
premia la iniciativa de actuar y el esfuerzo personal, permitiendo una oportunidad para el

desarrollo laboral.

Se ha presentado el primer avance respecto a este proyecto, con la siembra y analisis
preliminar de estas. Unicamente se ha comprobado la capacidad de 6xido reduccion de los
hongos, por lo cual se requiere seguir con la investigacion para obtener informacion aplicable

al objetivo.

Los hongos con capacidad oxido reductora en las condiciones en las que se cultivaron,
presentan un buen prospecto para su aplicacion como reguladores de estrés hidrico.
Alternativamente tienen la posibilidad de ser utilizados para otros fines como es su uso para
la eliminacién de compuestos farmacéuticos a partir de estas enzimas [36]. Comparando los
resultados obtenidos con la prueba de Azure B y Poly R-478 se obtuvieron los resultados que
se esperaban. En la tesis de Angel Gonzalez se utilizan de manera similar, comparando las
imagenes se aprecia de manera similar [37]. Para mayor investigacion y comparacion se
requiere la identificacion de los hongos, aunque ya es posible realizar una caracterizacion

inicial.

Respecto a los avances generados, se han realizado las primeras siembras y analisis de los
microorganismos presentes en la muestra de suelo de Villa de Arriaga, San Luis Potosi, con
la obtencién de 8 hongos distintos y la identificacion de 16 bacterias diferentes. Se han
realizado las primeras pruebas cualitativas en hongos de capacidad de Oxido reduccion,
siendo necesaria el desarrollo de otros protocolos que produzcan estrés a los hongos, asi como

una metodologia adaptada para las bacterias.

Respecto a los resultados obtenidos, se compara con los obtenidos del estudio realizado por
la Universidad Auténoma de Baja California Sur, respecto a microorganismos en suelo de
zonas aridas [38]. Se presenta una comparacion de poblaciones similares, principalmente
respecto a la repeticion de especies, teniendo una gran cantidad de Pseudomonas, mientras

otros microorganismos se identificaron con menor frecuencia.
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En la siguiente etapa se terminara con la identificacion de los microorganismos,
principalmente los hongos. Siguiendo con el proceso de prueba y estandarizacion de
protocolos para la evaluacion de capacidad 6xido reductora. Se requieren realizar pruebas de
estrés, con la idea de afiadir metales para generarlo, realizando primero protocolos
cualitativos para la discriminacion de microorganismos. Posteriormente de los organismos

con capacidades 6xido reductoras se evaluard de manera cuantitativa.
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1.8. Anexos generales

2. Productos

Se produjo un reporte englobando los resultados obtenidos hasta el momento. Estos incluyen
las observaciones de crecimiento en los cultivos, relacionados con la morfologia, junto con
la identificacion realizada por medio del espectrometro de masa MALDI-TOF. En este
documento se presenta su codigo de identificacion, las caracteristicas morfoldgicas, asi como

su identificacion con los dos mejores candidatos y sus valores de similitud.

Tabla 6. Ficha descriptiva de reporte de identificaciones de microorganismos.

Nombre y codigo del | 4G03 Programa de Apoyo a la Investigacion Il
PAP
Nombre del proyecto Busqueda de microorganismos con capacidad 0xido reductora
en suelos sometidos a estrés hidrico en el Centro de
Investigacion y Asistencia en Tecnologia y Disefio del Estado
de Jalisco, Guadalajara, Jalisco.

Descripcion (que es, para | Resultados de identificacion y caracterizacion de
quién se realiz6 y para | microorganismos. Documento con la informacion de
qué es): caracteristicas y resultados de identificacion obtenidos,
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detallando su morfologia. Es necesario para comparar
resultados y realizar seguimiento de los obtenidos hasta el
momento.

Autores: Dra. lliana del Carmen Barrera Martinez, Dra. Karla Verdnica
Teymennet y José Oscar Bdez Herrera

De la misma manera, se gener6 un manual detallando las metodologias llevadas a cabo
durante el experimento, puede utilizarse en caso de ser necesaria su repeticion o consulta para
las siguientes etapas del proyecto. ElI manual tiene el proposito de evitar problemas de

comunicacion o pérdida de informacion, principalmente.

Tabla 7. Ficha descriptiva del manual de técnicas.

Nombre y codigo del | 4G03 Programa de Apoyo a la Investigacion Il
PAP
Nombre del proyecto Busqueda de microorganismos con capacidad éxido reductora
en suelos sometidos a estrés hidrico en el Centro de
Investigacion y Asistencia en Tecnologia y Disefio del Estado
de Jalisco, Guadalajara, Jalisco.

Descripcion (qué es, para | Manual de técnicas del laboratorio. Técnicas del laboratorio
quién se realiz6 y para | utilizadas en la practica, en caso de ser requerido su consulta

qué es): y evitar pérdida de informacion o variacion accidental de la
metodologia.
Autores: Dra. lliana del Carmen Barrera Martinez, Dra. Karla Veronica

Teymennet y José Oscar Baez Herrera

3. Reflexion critica y ética de la experiencia
El RPAP tiene también como propoésito documentar la reflexion sobre los aprendizajes en
sus multiples dimensiones, las implicaciones éticas y los aportes sociales del proyecto para

compartir una comprension critica y amplia de las problematicas en las que se intervino.

3.1 Sensibilizacion ante las realidades
Durante el transcurso del proyecto, uno de los aspectos mas significativos fue adaptarme a
un nuevo ambiente de trabajo y comprender como se desarrolla un proyecto de investigacion.

También fue clave entender el objetivo final del trabajo realizado, asi como el conocimiento
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generado y el proposito que se busca alcanzar con él. En este caso, se trata de crear una
herramienta que contribuya a reducir la problemaética de la escasez de agua. A lo largo del
proyecto, fue relevante investigar el posible impacto de esta situacion y la magnitud del
problema, apoyandonos en diversas noticias y programas enfocados en la falta de agua en la

agricultura.

Al observar otras perspectivas, se hizo evidente que la realidad de muchas personas depende
directamente de la produccién de alimentos, lo cual también afecta al resto de la poblacion.
Desarrollar un proyecto con el objetivo de generar un impacto positivo en la sociedad fue
una fuente de motivacion personal, y me permitié comprender en la practica la importancia
de la investigacion. Finalmente, entendi que el verdadero objetivo de la investigacion es el
beneficio de la humanidad, mediante la creacion de soluciones innovadoras frente a los

nuevos desafios que enfrentamos como sociedad.

3.2 Aprendizajes logrados
Respecto a mis aprendizajes personales, sin lugar a duda he adquirido una valiosa experiencia
en técnicas relacionadas con la biologia molecular, asi como en el uso y manejo de equipos
de laboratorio. He desarrollado competencias en el analisis de resultados, el manejo de
grandes volimenes de muestras, la familiarizacion con el trabajo con microorganismos y el

desempefio en areas estériles.

En el ambito social, fue fundamental mantener una comunicacién constante tanto con las
doctoras responsables del proyecto como con el resto del personal del laboratorio que no
estaba directamente involucrado. Esta interaccion fue clave para coordinar el uso de espacios
y equipos, optimizar los tiempos de trabajo y, ademas, resulté enriquecedora durante los

procesos de discusion y ajuste de la metodologia.

Entre los principales retos que enfrenté se encuentra la adaptacion a un nuevo entorno de
trabajo, asi como el manejo del elevado volumen de muestras. La exigencia de adoptar un
enfoque autodidacta también representd una dificultad considerable, ya que, a diferencia del

entorno universitario, en el laboratorio no siempre existe una Unica respuesta correcta. Esto
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exigio el uso constante de mi criterio personal para tomar decisiones adecuadas en tiempo

real.

Al comparar el inicio del PAP con su etapa final, uno de los cambios mas significativos que
experimenté fue el fortalecimiento de mi confianza en el uso de mi propio criterio, asi como

una notable mejora en la planificacion y ejecucion de tareas.

3.3 Inventario de competencias Inicial (ingreso del PAP) e Inventario de
competencias Final (salida al PAP).

Se presenta en la tabla 8, en diferentes colores, iniciales previas a entrar al PAP (color azul)
y las competencias finales (color amarillo). Comparando las experiencias adquiridas durante

el transcurso del proyecto.

Tabla 8. Inventario de competencias.

Competencia Evidencia Relevancia/Fortaleza
Medidas de seguridad en el | Experiencia previa en el laboratorio | Es fundamental conocer y mantener
laboratorio las medidas de seguridad para reducir
riesgos
Protocolos de laboratorio Uso de varias materias a lo largo de | Practicas utilizadas para la
la carrera homogenizacion de los procesos, asi
como presentar resultados
Caracterizacion de | Cursado previo de las materias de | Requerido para las actividades
§ microorganismos biologia molecular, metabdlica y | realizadas en el proyecto, para la
,§ Biologia molecular cultivos de tejido vegetal y animal. | evaluacién de los resultados y decision
'§ Biologia de las plantas de siguientes pasos.
§ Reportes de laboratorio Uso de varias materias a lo largo de | Requerido la evaluacidn constante de
la carrera lo obtenido en cada experimento, por
ello la experiencia previa facilita este
proceso.
Metabolismo de plantas y | Fundamento del proyecto Fundamental para las pruebas y
microorganismos Requerido para su aplicacion y uso | evaluacion de resultados
a lo largo del proyecto
Contexto de la problematica, | Contextualizacion del reporte PAP La situacion a la que se requiere tratar
respecto a las sequia a nivel Su importancia y efecto actual
nacional
- Técnicas de biologia | Cursado previo de las materias de | Son las técnicas utilizadas en el
_‘15 molecular biologia molecular, metabdlica y | proceso de cultivo e investigacion de
;: Manejo de equipos del | cultivos de tejido vegetal y animal. | microorganismos que se utilizan en el
T | laboratorio proyecto.
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Trabajo dentro de campana
estéril

Toma de decisiones en el
laboratorio

Experiencia  previa realizando

diversas practicas.

Durante cualquier proceso se requiere
de ajustes durante cada proceso por
ello es

relevante para llegar al

objetivo.

Manejo de material estéril

Previa experiencia en laboratorio.

Requerido para todo el proceso y la
obtencion de los objetivos deseados

Aislamiento de
microorganismos

Se realizaron una serie de cultivos
de distintos microorganismos vy
resiembras.

Requerido para su uso en pruebas y
preservacion

Identificacion utilizando el

Metodologia utilizada para la

El equipo proporciona una prueba

microorganismos

espectrometro de masa | identificacion de microorganismos | rapida y facil de utilizar para Ila
MALDI-TOF identificacion fiable

Trabajo ordenado y | Cddigo y parte del protocolo parael | Requerido para el manejo y correcta
sistematico manejo de material y cultivos de | identificacion de las muestras

Dispuesto a aprender

Principalmente que estoy cursando
mi tercer PAP por interés a tener un
mayor desarrollo profesional.

Siempre relevante en espacios de
investigacion, para obtener el mayor
provecho a cada experimento y

prueba realizada.

Trabajar responsable en el
espacio de trabajo del

laboratorio

Mantener mi espacio de trabajo

limpio junto con el material

utilizado.

Es relevante el manejo responsable
del material y principalmente de los
desechos para su correcto manejo.

Comunicacion

Actitudes

Una exigencia que se genero
durante el proyecto

Necesario  para

resultados vy

presentar  los
dudas a otros
investigadores

Promover un buen flujo de trabajo

Iniciativa

El trabajo personal con minima
superviso en el laboratorio

Uso del juicio propio para acelerar el
proceso

Facilita el flujo de tareas, correccion y
solucion de problematicas

Durante el desarrollo del proyecto, se fortalecieron habilidades relacionadas con el manejo

de microorganismos, técnicas de biologia molecular e identificacion microbiana. Asimismo,

se profundizé en conocimientos sobre el metabolismo de los microorganismos, en conjunto

con el analisis del contexto de la problematica actual. En cuanto a la actitud, se destaco un

crecimiento en la confianza respecto al conocimiento previo, asi como en la capacidad de

aplicarlo de manera directa en el proyecto.
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