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Resumen

Titulo: Viabilidad y caracterizacion de la radioresistencia UV de cepas del género Serratia."
Autor: Lezly Andrea Ordofiez Torres, Jorge Luis Fuentes Lorenzo >
Palabras Clave: Serratia marcescens, prodigiosina, viabilidad, criopreservacion, radiacion

UV-B, resistencia

Descripcion: En este estudio se evaluo la viabilidad de cepas del género Serratia conservadas en
el cepario LMMA-UIS y se caracterizd la radio-resistencia UVB de cepas pigmentadas y no
pigmentadas de Serratia marcescens. Las cepas fueron cultivadas y sometidas a diferentes dosis
de radiacion UVB para determinar la fraccion de supervivencia y los valores de Dy y Dgg 9. L0Os
resultados mostraron diferencias en la viabilidad durante su crio-preservacion, con porcentajes
como sigue: S. fonticola (100%) = Serratia sp.1—sp.5 (100%) > S. liquefaciens (78%) > S.
marcescens (72%). Las cepas de S. marcescens pigmentadas y no pigmentadas, no mostraron
diferencias significativas en sus valores Dy, y Dygq9. Esto indico, que la presencia de pigmento
prodigiosina no confiere a S. marcescens una ventaja relevante en término de su resistencia a la
radiacion UVB. Los resultados respaldan la necesidad de mantener condiciones de
crio-preservacion Optimas para el mantenimiento en coleccion de cepas de S. marcescens; asi
como, aportan informacion util sobre la viabilidad en crio-preservacion y la respuesta de S.
marcescens a la radiacion UVB, permitiendo comprender mejor el comportamiento de estas

cepas bajo las condiciones evaluadas.

" Trabajo de Grado
2 Facultad de Ciencias. Escuela de Biologia. Biologia. Director: Jorge Luis Fuentes Lorenzo.
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Abstract

Title: Viability and characterization of UV radioresistance in strains of the genus Serratia "
Author(s): Lezly Andrea Ordofiez Torres, Jorge Luis Fuentes Lorenzo **
Key Words: Serratia marcescens, prodigiosin, viability, cryopreservation, UV-B radiation,

resistance

Description: This study evaluated the viability of Serratia strains preserved in the LMMA-UIS
culture collection and characterized the UVB radio-resistance of pigmented and non-pigmented
Serratia marcescens strains. The strains were cultivated and exposed to different UVB radiation
doses to determine their survival fraction and Ds and Dgs.ss values. The results showed
differences in viability during cryopreservation, with the following percentages: S. fonticola
(100%) = Serratia sp.1-sp.5 (100%) > S. liquefaciens (78%) > S. marcescens (72%). Pigmented
and non-pigmented S. marcescens strains showed no significant differences in their Dso and Dss.o9
values. This indicated that the presence of the pigment prodigiosin does not confer a meaningful
advantage to S. marcescens in terms of UVB resistance. These findings support the need to
maintain optimal cryopreservation conditions for the preservation of S. marcescens strains in
culture collections and provide useful information on their viability during cryopreservation and
their response to UVB radiation, allowing a better understanding of the behavior of these strains

under the evaluated conditions.

" Degree Work
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INTRODUCCION

El género Serratia, perteneciente a la familia Enterobacteriaceae, se encuentra
ampliamente distribuido en diversos ambientes naturales de Colombia (Suescun-Sepulveda et al.,
2023). Este grupo bacteriano, presentan una notable versatilidad fisiologica y metabdlica; y se
caracteriza por contener la especie S. marcescens que produce el pigmento prodigiosina; bien
conocido por su valor biotecnoldgico, como colorante en la industria textil, y por su potencial en
la industria médico-farmacéutica (Darshan & Manonmani, 2015; Huang et al., 2024; Liu et al.,

2013).

Adicionalmente, un estudio evidenci6 que la prodigiosina producida por cepas del género
Vibrio incrementa su supervivencia celular frente a la exposicion a radiacion ultravioleta (Bori¢
et al., 2011). Estos autores sugirieron que, la prodigiosina actia como un filtro UV evitando el
dafo oxidativo producido por la radiacion ultravioleta; y que este pigmento podria tener un papel
en la adaptacion de este grupo a condiciones ambientales adversas. Por el contrario, otros
estudios indican que la resistencia bacteriana a la radiacion UV depende principalmente de la
capacidad celular de reparar el dafio producido en el ADN (Goosen & Moolenaar, 2008).
Recientemente, nuestro grupo de trabajo mostrd que la prodigiosina producida por la especie S.
marcescens tiene propiedades fotoprotectoras y antigenotoxica frente a la radiacion ultravioleta
(Cediel-Becerra et al., 2022). Este estudio mostr6 que la produccion de prodigiosina en S.
marcescens esta correlacionada con factores ambientales como la temperatura y la irradiancia
solar; pero no se estudio la relacion de este compuesto con la resistencia de la especie bacteriana

a la radiacion UV. En este sentido, seria relevante estudiarlo.


https://paperpile.com/c/NOQYUx/mn0G+XhOs+ApcQ
https://paperpile.com/c/NOQYUx/mn0G+XhOs+ApcQ
https://paperpile.com/c/NOQYUx/1jYeW
https://paperpile.com/c/NOQYUx/1jYeW
https://paperpile.com/c/NOQYUx/YEJi
https://paperpile.com/c/NOQYUx/KbwwW
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A pesar de la alta relevancia bioldgica e industrial de las especies del género Serratia,
existen pocos estudios que evaluen la eficacia de los métodos de crio-preservacion para su
mantenimiento prolongado en colecciones de cultivos (Tutrina & Zhurilov, 2024). Factores como
el tipo de preservante, la humedad del medio, y la capacidad fisioldgica de cada especie, influyen
directamente en la supervivencia microbiana durante la crio-preservacion (Hubalek, 2003). Asi,
la evaluacion de la viabilidad de cepas del género Serratia conservadas en el cepario
LMMA-UIS resulta esencial para asegurar la eficacia de las técnicas de crio-preservacion y la

conservacion a largo plazo de recursos microbianos de valor biotecnologico (Hubélek, 2003).

El presente estudio tiene como objetivos evaluar la viabilidad de cepas del género de
Serratia crio-preservadas en la coleccion “Cepario LMMA-UIS” y estudiar la supervivencia de
cepas pigmentadas y no pigmentadas de S. marcescens frente a la radiacion UVB. Esto ultimo,
con el propdsito de conocer si el pigmento prodigiosina influye en la supervivencia bacteriana

frente a la radiacion ultravioleta.


https://paperpile.com/c/NOQYUx/6w2Uk
https://paperpile.com/c/NOQYUx/6w2Uk
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1. OBJETIVOS
1.1 Objetivo General
Evaluar la viabilidad de cepas del género de Serratia y la supervivencia de cepas de la

especie S. marcescens a diversas dosis de radiacion UVB.

1.2 Objetivos Especificos

1. Determinar la viabilidad de cepas del género Serratia crio-preservadas en
glicerol.

2. Caracterizar la radioresistencia UV de cepas pigmentadas y no pigmentadas de S.
marcescens.

2. COMPETENCIAS DE LA PASANTIA
1. Se adquirieron conocimientos en el manejo y cuidado de colecciones bioldgicas, con
énfasis en el area de Microbiologia.
2. Se aplicaron técnicas de crio-preservacion y se realizd la evaluaciéon de la
radio-resistencia en bacterias.
3. Se efectud la interpretacion y analisis de los datos cientificos obtenidos.
4. Se desarrollo y estructurd un informe de investigacion cientifica con coherencia técnica

y fundamentacion logica.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Material biolégico

Se evaltio la viabilidad de 69 cepas del género Serratia perteneciente a la clase
v-Proteobacterias (Tabla 1), las cuales se encontraban crio-preservadas en el cepario
LMMA-UIS en 30% de glicerol embebidas en una matriz de zeolita a una temperatura de -80°C.
Para obtener detalle sobre el origen y la identificacion taxonomica de las mencionadas cepas,

consultar el trabajo de Suescun-Sepulveda et al. (2023).

Tabla 1.

Listado de cepas evaluadas con su respectivo etiquetado de Cepario LMMA-UIS.

Taxon (species) N, No. UIS

Serratia fonticola 4 UIS1042, UIS1054, UIS1055 y UIS1056
UIS0902, UIS1015, UIS1016, UIS1027, UIS1028, UIS1090,
UIS1121, UIS1124, UIS1216 y UIS1228
UIS0067, UIS0371, UIS0379, UIS0386, UIS0392, UIS0417,
UIS0440, UIS0447, UIS0449, UIS0494, UIS0500, UIS0502,
UIS0526, UIS0599, UIS0601, UIS0649, UIS0662, UIS0680,
UIS0684, UIS0687, UIS0696, UIS0722, UIS0728, UIS0731,
Serratia marcescens 50 UIS0766, UIS0795, UIS0806, UIS0811, UIS0814, UIS0892,
UIS0913, UIS0914, UIS0920, UIS0923, UIS0940, UIS0941,
UIS0990, UIS1088, UIS1093, UIS1100, UIS1112, UIS1123,
UIS1132, UIS1159, UIS1174, UIS1182, UIS1199, UIS1200,

Serratia liquefaciens 9

UIS1202
Serratia spl. UIS0458
Serratia sp2. UIS0595

Serratia sp4. UIS0742, UIS0924

UIS0934, UIS1188

O DN = =

Serratia spS.

Nota: Cepas trabajadas del cepario LMMA-UIS crio-preservadas. Ny: Numero de cepas
preservadas, No. UIS: Numero de registro en el cepario LMMA-UIS. Las cepas resaltadas en

negrita fueron seleccionadas para la caracterizacion de radio-resistencia.
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3.2 Medios de cultivo

Los medios de cultivo usados para la evaluacion de viabilidad fueron los mismos que se
usaron para el aislamiento inicial de cada cepa. En el caso de S. marcescens se us6 medio
Clostridium Reforzado o RCM (Oxoid LTD, Basingstoke, Inglaterra), mientras que para las
cepas de otras especies de Serratia se usé el medio Luria Bertani o (Amresco, Solon, OH,
Estados Unidos). Los medios de cultivo fueron preparados de acuerdo a las indicaciones del
fabricante a razén de 15 mL/tubo Falcon o 30 mL/cajas Petri. Estos medios fueron esterilizados

en autoclave durante 25 minutos a 1 atm.

3.3 Reactivacion y preservacion de cepas de Serratia.

Se reactivaron las cepas mediante la inoculacién del contenido de los crio-viales en
medios de cultivo liquido LB y RCM. La pureza de las cepas se verifico mediante la uniformidad
celular y de colonias, en tinciones de Gram y en estria de agotamiento de cultivos,
respectivamente. Adicionalmente, se comprobo la estabilidad fisiologica de las cepas mediante
las pruebas de oxidasa y catalasa. Para su conservacion, las cepas puras se cultivaron en los
medios mencionados solidificados y se incubaron a temperatura 6ptima de crecimiento (28°C)
empleando incubadoras microbiologicas convencionales. Se siguid6 el protocolo de
crio-preservacion vigente de la coleccion de cultivos, que consiste en embeber la cepa en una
matriz absorbente de zeolita y glicerol al 30%, y luego crio-preservacion a una temperatura de
-80°C. Este proceso permite la reduccion drastica del metabolismo microbiano, ya que el glicerol
desplaza el agua de la célula, lo que posibilita su preservacion a bajas temperaturas por periodos
prolongados. Los resultados de la evaluacion se registran en el formato Darwin Core de la

coleccion, cumpliendo con los requisitos de las plataformas GBIF (https:/www.gbif.org) y SiB


https://www.gbif.org
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Colombia (https:/ipt.biodiversidad.co/sib). Posteriormente, se actualizan los registros de

viabilidad y las imagenes de las cepas viables en la pagina web del Cepario LMMA-UIS

(http://biologia.uis.edu.co/museo/coleccion_cepario.html).

3.4 Porcentajes de supervivencia y viabilidad de la coleccion de cepas bacterianas

Para las 7 especies putativas se registré el nimero de cepas viables y no viables. Las
especies microbianas estuvieron representadas por una o varias cepas de diferente origen y los
registros se obtuvieron para periodos de almacenamiento de entre 3.7 y los 6.6 afos. Se
preservaron un total de seis (6) crio-viales (copias), por cepa en la coleccion de cultivos. Por lo
tanto, se registr6: N, = Numero de cepas almacenadas. N; = Numero de cepas viables. S (%) =
La supervivencia, expresada en porcentaje, se calculd dividiendo el nimero de cepas viables
entre el numero de cepas almacenadas y multiplicando por 100. Con base en los periodos de
almacenamiento de las cepas viables, se calcul6 su promedio de viabilidad (AV) anual por
especie microbiana. También se calculo la viabilidad media corregida (VAC) con la fraccion de
supervivencia, que representa el tiempo (afios) de supervivencia de todas las cepas de cada

especie.

3.5 Ensayos de resistencia a la radiacion UVB en S. marcescens

Los ensayos se llevaron a cabo segun la metodologia descrita por (Prada-Medina et al.,
2016), con modificaciones. Se seleccionaron cepas pigmentadas y no pigmentadas de la especie
S. marcescens en fase estacionaria de crecimiento (resaltadas en negrita en Tabla 1). Estas cepas
fueron inoculadas en medio RCM so6lido y crecidas durante 72 horas, posteriormente se cosechd

la biomasa producida, y esta se suspendié en 40 mL de solucion salina (0.8% NaCl). La


https://ipt.biodiversidad.co/sib
http://biologia.uis.edu.co/museo/coleccion_cepario.html
https://paperpile.com/c/NOQYUx/Zw3yz
https://paperpile.com/c/NOQYUx/Zw3yz
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suspension, se distribuyd en cajas Petri de 9cm de didmetro y se irradié en un rango de dosis
entre 40 y 200 J/cm?® bajo condiciones de oscuridad, utilizando una camara UVA/UVB modelo
BS-02 equipada con un controlador UV-MAT (Opsytec Dr. Groebel, Alemania). De todas las
suspensiones celulares, se prepararon diluciones seriadas en solucion salina estéril (0,8% NaCl)
para las cinco dosis seleccionadas y se sembraron en medio s6lido. Como control negativo,
siempre se incluy6 un experimento sin irradiar. Los ensayos se realizaron con un minimo de tres
experimentos independientes en dias distintos. Para su comparacion, se empled la cepa
Deinococcus radiodurans ATCC®13939, reconocida por su alta resistencia a la radiacion UV y
la cepa de Escherichia coli ATCC®33876, perteneciente a la misma familia de Serratia
(Enterobacteriaceae), como un control mas radiosensible que D. radiodurans. Las placas
sembradas se incubaron durante 72 horas a 28°C. Se cuantificaron las unidades formadoras de
colonia por mililitro (UFC/mL) de cada tratamiento como sigue:
UFC/mL = Colonias contadas X Factor de dilucién.
Finalmente, se calcul6 la fraccion de supervivencia para cada tratamiento, como el

cociente entre el nimero de unidades formadoras de colonias (UFC) en las muestras irradiadas y

las UFC del control no irradiado, expresandose como porcentaje de sobrevivencia.

3.6 Cinética de letalidad celular y calculo de los parametros radiobioldgicos Dy, y Dy g9

La letalidad de la radiacion UVB en células de S. marcescens se estudio siguiendo el
modelo Log-lineal descrito por Severin et al. (1983): % = 10, donde N (ufc/mL) es la

concentracion celular en el tiempo ¢ (segundos), Ny (ufc/mL) = concentracion celular en el
tiempo cero (0 segundos), k (cm?ml) es la tasa constante de inactivacion, y F (mJ/cm?) es la

dosis UV en el tiempo ¢ (Ghosh et al., 2025).
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Para estudiar la cinética de letalidad celular en cada cepa, se prepard un “script” en la
plataforma R version 4.4.3 (R Core Team 2013). A tales fines, se ingresaron los valores de
fraccion de supervivencia (N/N,) experimentales y se aplicd una regresion lineal al Log (N/N) &
dosis de radiacion UVB (J/m?); lo que permiti6 estimar los parametros del ajuste del modelo
(valores R y probabilidades) y los parametros radiobioldgicos Dy, (dosis necesaria para reducir
en un ciclo logaritmico (90%) la poblacion celular) y Dy o9 (dosis necesaria para reducir hasta un
99.99% la poblacion celular). Asi, las representaciones graficas correspondiente a cada cepa,

incluy¢ tanto los parametros de ajuste del modelo y los radiobioldgicos.

3.7 Analisis estadisticos.

Los valores de Dy, y de Doy Obtenidos para cada cepa pigmentada y no pigmentada,
fueron usados para realizar una prueba Shapiro de normalidad y una F-maxima de
homogeneidad. Dado que los datos no cumplian los supuestos del analisis paramétrico, se usé
una prueba de Wilcoxon rank-sum para comprobar diferencias significativas entre los valores
promedio de los grupos estudiados. Los valores promedios de Dy, y de Dy 49 de cada grupo de
cepas (pigmentadas y no pigmentadas), y sus correspondientes errores estandar, fueron
graficados usando el programa ggplot v2 en la plataforma R. Finalmente, se realiz6 un analisis
de correlacion de rangos de Spearman (Croux & Dehon, 2010), para comprobar la relacion entre
los parametros de radioresistencia (Dy, y Dggo9) ¥ la concentracion de pigmento (ugmL—1) en
cada cepa evaluada usando el programa dplyr de la plataforma R. Los diagramas de dispersion
del ajuste lineal, y sus limites de confianza (5%), son presentados en los apéndices de la presente

tesis.

4. RESULTADOS



VIABILIDAD Y CARACTERIZACION DE LA RADIORESISTENCIA UV

Se evaluo la viabilidad de las cepas del género Serratia conservadas en el cepario
LMMA-UIS con el proposito de determinar la efectividad del método de crio-preservacion para
su mantenimiento en la coleccion (Figura 1). En andlisis que la viabilidad de la mayoria de las
especies de Serratia presentaron 100% de viabilidad (S. fonticola, Serratia sp.1, Serratia sp.2,
Serratia sp.4, y Serratia sp.5). En contraste, S. liquefaciens y S. marcescens mostraron
viabilidades mas bajas (78% y 72%, respectivamente). Los valores de porcentajes de viabilidad
en S. liquefaciens y S. marcescens indican mayor sensibilidad de estas especies a las condiciones
de crio-preservacion en comparacion con las demds especies del género. Globalmente, el

porcentaje de viabilidad para las especies estudiadas fue del 93% (Tabla 2).

Figura 1

Porcentaje de viabilidad por especies de Serratia.

Serratia sp5

100%

Serratia sp4 100%

Serratia sp2 100%

Serratia sp1 100%

Especie

Serratia fonticola 100%
Serratia liquefaciens

Serratia marcescens

o
o
n
o
w
o

40 50 60 70 80 90 1
Supervivencia (%)

o

0

Nota: El grdfico representa los porcentajes de supervivencia de cada especie evaluada de

Serratia.

En la Tabla 2, ademas se presentan los valores corregidos de tiempo de viabilidad (VAY)

para las especies S. liquefaciens y S. marcescens, confirmando que estas dos especies presentan
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un menor desempefio frente al almacenamiento prolongado, en comparacion con el resto.

Tabla 2.

Porcentajes de viabilidad y tiempo de viabilidad para especies de Serratia.

Viability (year)
No. Taxon (species) ST (year) N, N, S (%) YA VA
v-Proteobacteria

1 Serratia fonticola 6.1 4 4 100 6.1 6.1
2 Serratia liquefaciens 6.1 9 7 78 6.1 4.7
3 Serratia marcescens 3.7-6.6 50 36 72 6.3 4.5
4  Serratia spl. 6.6 1 1 100 6.6 6.6
5  Serratia sp2. 6.6 1 1 100 6.6 6.6
6  Serratia sp4. 6.1 2 2 100 6.1 6.1
7 Serratia sp5. 6.1 2 2 100 6.1 6.1
Total = 6.1 69 53 92.9% 6.3 5.8

Nota: Para cada especie se mostrd: ST: El tiempo de crioconservacion o almacenamiento en
afios. NO: Numero de cepas conservadas por especie. N1: Numero de cepas supervivientes (%):
Sobrevivencia expresada en porcentaje de viabilidad. VA: Los valores medios de viabilidad por
especie. VAT: Los valores medios de viabilidad corregidos con la fraccion de sobrevivencia, que

representan el tiempo (afios) en el que sobreviven todas las cepas de un grupo.

La representacion grafica de las curvas de letalidad para cada cepa estudiada, pueden
encontrarse los apéndices A al I. Los valores de ajuste (R) al modelo Log-lineal estuvieron entre
0.87 y 0.96 con probabilidades siempre menores de 0.05. Tales resultados, indicaron la letalidad
producto de radiacion UVB en S. marcescens responde a una funcion lineal. Con base en los
ajustes antes mencionados, se calcularon los parametros radiobiologicos Doy y Dgg oy para las

cepas de S. marcescens, la cepa D. radiodurans ATCC®13939 y la cepa E. coli ATCC®33876
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(Tabla 3).

Los resultados obtenidos muestran que los valores de Dy, en cepas pigmentadas de S.
marcescens se ubicaron entre 169 y 216 J/m?, mientras que los valores en cepas no pigmentadas
oscilaron entre 183 y 252 J/m” Estos valores fueron consistentemente inferiores al obtenido con
la cepa resistente D. radiodurans; inclusive menores al observado con la cepa de E. coli,

indicando que S. marcescens es una especie bacteriana altamente sensible a la radiacion UV.

Tabla 3.

Porcentajes de dosis letales y concentracion de pigmento para cada cepa evaluada.

C(ugmL-—

No. UIS Taxon (especie) Dy, Dy 99 1)
*UIS:LMMA:0502 Serratia marcescens 179 J/m> 203 J/m? 17.8
*UIS:LMMA:0696 Serratia marcescens 216 J/m*> 238 J/m? 18.7
*UIS:LMMA:0814 Serratia marcescens 170 J/m? 193 J/m? 40.1
*UIS:LMMA:0923 Serratia marcescens 169 J/m? 193 J/m? 19.7
*UIS:LMMA:0940 Serratia marcescens 195 J/m? 219 J/m? 19.6
UIS:LMMA:1123  Serratia marcescens 252 J/m* 279 J/m? -
UIS:LMMA:1132  Serratia marcescens 183 J/m*> 208 J/m? 0.45
UIS:LMMA:1199  Serratia marcescens 188 J/m*> 211 J/m? 2.08
UIS:LMMA:1200  Serratia marcescens 1951/m> 209 J/m? 0.51

UIS:LMMA:1324  ATCC:Deinococcus radiodurans 10140 J/m*> 11398 J/m? -
UIS:LMMA:0369  Escherichia coli 872 J/m?* 1003 J/m? -

Nota: Para la especie se mostro: Dy,: Corresponde a la dosis necesaria para reducir el 90% de la
poblacién microbiana. Dgggy: Corresponde a la dosis necesaria para reducir el 99.99% de la
poblacién microbiana. Las cepas sefialadas con * representan las especies pigmentadas.

C(ugmL™): Representa la concentracion de prodigiosina estimada en los extractos. Tomado de

(Cediel-Becerra et al., 2022).


https://paperpile.com/c/NOQYUx/KbwwW
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En la Figura 2 se representan los valores promedio de Dy, y Doy para las cepas
pigmentadas y no pigmentadas de S. marcescens, expresados como medias + error estandar. En
promedio, las cepas pigmentadas presentaron un Dy, de 185,8 J/m? y un Dyq g9 de 209,2 J/m?, en
contraste con las no pigmentadas que alcanzaron valores ligeramente superiores, con un Dy, de
204,5 J/m? y un Dy g9 de 226,7 J/m*. Una prueba de comparacion de medias Wilcoxon rank-sum
no evidencié diferencias significativas entre los dos grupos, indicando que la presencia de
pigmento no generé una diferencia estadisticamente significativa en los pardmetros de

radio-resistencia bajo las condiciones evaluadas.

Figura 2.

Comparacion de los valores de Ds y Dss.os entre cepas pigmentadas y no pigmentadas de

Serratia.

(n.s., p =0.325) (n.s., p=0.389)

T

T 1
200 J_
100
0
Dgo Dgg 99

Nota: Se compararon promedio de Dy, y Dgg oo (J/m?) entre cepas pigmentadas representadas en
gris y no pigmentadas representadas en blanco. Se presentan con sus errores estandar. Los

valores de p fueron obtenidos por medio de la prueba Wilcoxon rank-sum test y se hizo la
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respectiva observacion de que no se hallaron diferencias significativas (n.s.).

Adicionalmente, un analisis de correlacion de rangos de Spearman, no mostro valores
positivos y significativos entre la concentracion de pigmento y los valores de Dyy y Dyg gy €n S.
marcescens (Tabla 4). Esto indica, que no existe relacion alguna entre la produccion del

pigmento y la radio-resistencia a radiacion UV en dicha especie.

Tabla 4.

Correlacion entre concentracion de pigmento (ugmL—1) y Dgy/Dyy go.

Variable r (Spearman (p)) p-value
C(ugmL-—1) vs Dy, -0.383 0.349
C(pgmL—l) Vs D99'99 '0323 0435

Nota: Se presentan los coeficientes de correlacion Spearman (p) entre la concentracion de
pigmento y los valores de Doy y Dyy g9 €n cepas de S. marcescens. Los valores de p corresponden
al test de correlacion de Spearman, sin detectarse correlaciones estadisticamente significativas (p

>0.05).

5. DISCUSION

5.1. Evaluacion de la viabilidad de cepas del género Serratia.
Determinar la viabilidad de las estirpes microbianas en el contexto del manejo de
colecciones de cultivos, constituye un paso esencial para determinar las condiciones efectivas

para la crio-preservacion. De ello depende mantener la durabilidad y estabilidad de las
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colecciones de cultivo a largo plazo. Factores como el equilibrio hidrico, el uso de
crio-preservantes y la capacidad fisiologica de cada especie influyen directamente en la

supervivencia bacteriana durante periodos prolongados de almacenamiento (Hubalek, 2003).

Los resultados obtenidos en este estudio muestran que las cepas del género Serratia
conservaron una viabilidad general del 92.9% después de 6 afios de crio-preservacion, con un
tiempo promedio de viabilidad (VA) de 6.3 afios y un valor corregido de viabilidad (VAY) de 5.8
anos. Estos valores son consistentemente superiores a los reportados previamente para otros
géneros de la familia Enterobacteriaceae conservados en glicerol bajo condiciones comparables
(Tutrina & Zhurilov, 2024), lo que evidencia una mayor estabilidad fisioldgica del género
Serratia frente al estrés asociado a la crio-conservacion prolongada. En concordancia con dichos
estudios, nuestros resultados sugieren que este crio-preservante desempefia un papel
determinante en la proteccion estructural y funcional de las células del género Serratia durante el
almacenamiento prolongado. Excepto por el estudios aqui mencionado, en la literatura revisada
no se encontraron trabajos adicionales que evaluen la respuesta de la especies de Serratia durante
la crio-preservacion con glicerol. Esto resalta la relevancia de nuestros resultados para la
crio-conservacion a largo plazo de este género. En conjunto, los resultados indican que el
glicerol es un crio-protector efectivo para la preservacion de cepas del género Serratia. Con base
en los valores de viabilidad y tiempo de preservacion obtenidos, Serratia puede considerarse
como un modelo celular de las Enterobacteriaceae con alta resistencia a la crio-preservacion;
aportando informacion valiosa para el disefio y mantenimiento de bancos microbianos mas

estables.


https://paperpile.com/c/NOQYUx/6w2Uk

VIABILIDAD Y CARACTERIZACION DE LA RADIORESISTENCIA UV

5.2 Caracterizacion de la radioresistencia UV-B de Serratia marcescens.

El presente estudio aporta nuevos datos sobre la resistencia de la especie S. marcescens a
la radiacion UVB. Los valores de Dy, y Dyyg9 en cepas pigmentadas y no pigmentadas de S.
marcescens, fueron muy similares. De igual manera, la correlacion entre la concentracion de
pigmento y la radio-resistencia de estas cepas fue negativa, débil y no significativa. Esto
demostré de manera inequivoca, que el pigmento prodigiosina producido por esta especie
bacteriana, no determina su resistencia a la radiacion UVB.

Comparando con cepas de especies de la misma familia (ej: E. coli), S. marcescens
resultd mucho mas sensible a la radiacion ultravioleta. Los resultados sugieren que S. marcescens
tiene una capacidad limitada para la reparacion del dafio en el ADN producido por este agente.
Un estudio previo (de Ondarza, 2017) mostré que la supervivencia de las células en S.
marcescens a la exposicion del ozono depende mayormente de su defensa antioxidante (ej:
enzimas catalasa), mas que de la produccion del pigmento prodigiosina. En E. coli la
radio-resistencia a exposiciones de radiacion UVB, depende tanto de su defensa primaria
antioxidante como de los mecanismos de reparacion del dafio en ADN (Ghosh et al., 2025).
Nuestros hallazgos, concuerdan con estudios que indican que la presencia de pigmentos no
necesariamente determina la radio-resistencia; sino que los mecanismos de reparacién por
escision de nucledtidos son determinantes (Joux et al.,, 1999). Por el contrario, nuestros
resultados contrastan con lo observado por (Bori¢ et al., 2011), quienes indicaron que la
prodigiosina aumentaba la supervivencia de las células pigmentadas del género Vibrio expuestas
a la radiacion UVC; posiblemente, actuando como filtro UV. Aunque en estudio previo
(Cediel-Becerra et al., 2022), nosotros constatamos que la prodigiosina tiene propiedades de

filtro UV, incluso antigenotoxica, los resultados aqui encontrados, inequivocamente demuestran
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que tal efecto no es relevante para la supervivencia de S. marcescens a exposiciones prolongadas

a radiacion ultravioleta.

Existen diferentes estudios en la literatura, centrados en aspectos relevantes de la
produccion y caracterizacion del pigmento prodigiosina en la especie S. marcescens; asi como,
en sus propiedades antimicrobianas, antioxidantes, antitumorales y citotoxicas (Cediel-Becerra et
al., 2022; Darshan & Manonmani, 2015; Patel et al., 2020). Por ejemplo, se conoce que la
sintesis de este pigmento ocurre de manera Optima alrededor de los 28°C y a un pH neutro
(Chauhan et al., 2017; de Aragjo et al., 2010). Otros estudios intentan descifrar la funcion o
papel de este pigmento en la especie S. marcescens. Por ejemplo, estudios recientes (Rafiq et al.,
2025; Yip et al., 2021) han propuesto que este pigmento funciona como un agente
antimicrobiano frente a bacterias y hongos que compiten por su habitat, proporcionando una
ventaja competitiva para el acceso a nutrientes en habitats con alta presion bioldgica. En este
mismo sentido, (Cediel-Becerra et al., 2022) comparando la produccion del pigmento en cepas
de S. marcescens aisladas de zonas con diferente irradiancia solar y temperatura, sugirieron que
la prodigiosina posiblemente es requerida por esta especie para adaptarse competitivamente en
ambientes calidos (> 28°C) y de alta irradiancia. Asi, la sintesis de prodigiosina podria
interpretarse como una respuesta fisioldégica asociada a la adaptacion ecoldgica frente a
condiciones ambientales propias de zonas de baja altitud (mayor temperatura, radiacion solar y
presion biologica), y no como un mecanismo de proteccion directa frente al dafio inducido por la

radiacion ultravioleta.
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6. CONCLUSIONES

1. La crio-preservacion en glicerol a -80°C resulto efectiva para cepas de especies del género
Serratia tras periodos prolongados (~ 6 afnos) de almacenamiento.

2. Las cepas de S. marcescens resultaron altamente sensibles a la exposicion con radiacion UVB
(Dgy = 169 — 252 J/m?. Dyyoo = 193 — 279 J/m?). Estos valores no mostraron significativas
diferencias en cepas pigmentadas y no pigmentadas de S. marcescens; por tanto, la produccion

de prodigiosina en esta especie no determina su radio-resistencia.
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Apéndices

Apéndice A. Curva de radioresistencia de UIS-0502 cepa pigmentada.
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Apéndice B. Curva de radioresistencia de UIS-0696 cepa pigmentada.
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Apéndice C. Curva de radioresistencia de UIS-0814 cepa pigmentada.
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Apéndice D. Curva de radioresistencia de UIS-0923 cepa pigmentada.
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Apéndice E. Curva de radioresistencia de UIS-0940 cepa pigmentada.
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Apéndice F. Curva de radioresistencia de UIS-1123 cepa no pigmentada.
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Apéndice G. Curva de radioresistencia de UIS-1132 cepa no pigmentada.
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Apéndice H. Curva de radioresistencia de UIS-1199 cepa no pigmentada.
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Apéndice I. Curva de radioresistencia de UIS-1200 cepa no pigmentada.
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Apéndice J. Diagrama de dispersion de la relacion entre la concentracion de pigmento (ug/mlL)

y el valor Dy, (J/m?).
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Apéndice K. Diagrama de dispersion de la relacion entre la concentracion de pigmento

(ug/mlL) y el valor Dy o9 (J/m?).
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