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Prefacio

El presente trabajo es parte de un proyecto denominado “Mejoramiento de la salud de suelo de
monocultivo a través de la optimizacién de procedimiento de compostaje y manejo de microbiologia
de suelos” desarrollado por el Centro de Estudios en Biotecnologia y el Ingenio Magdalena. El
proposito del estudio surge de la necesidad de entender a mayor profundidad las caracteristicas
promotoras de crecimiento de bacterias promotoras del crecimiento vegetal aisladas de suelo de
cultivo de cana de azicar.
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Resumen

La diversidad de microorganismos cumple un rol indispensable en la salud del suelo. Las
bacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPB) han sido ampliamente estudiadas por su
potencial uso para sustituir la aplicacién de agroquimicos y desarrollar de esta manera sistemas de
cultivo mas sostenibles. Para esto, es necesario entender a profundidad las caracteristicas promotoras
del crecimiento vegetal, para poder optimizarlas a través de técnicas de biologia molecular. Por esta
razon, el proposito del presente estudio fue llevar a cabo una identificacion y seleccion de cepas
candidatas para secuenciaciéon de genoma completo de bacterias aisladas de suelo de cultivo de
saccharum officinarum para llevar a cabo una caracterizacion de genes implicados en caracteristicas
promotoras del crecimiento vegetal mediante herramientas bioinformaticas. Asimismo, llevar a cabo
un diseno de un sistema de edicién génica a través de tecnologia CRISPR para optimizar la ruta
de fijacion de nitrogeno. Se determiné varios genes implicados en las rutas de fijacion de nitrogeno,
biosintesis de acido indol-3-acético, sidertéforos y de compuestos que presentan potencial para el
control de patdgenos fungicos. Las cepas estudiadas no presentaron un potencial de ser patogénicas
para humanos. Por ultimo, se propuso una transformacion a través de plasmidos inducibles para
clonar el gen nativo nifd y un knock-out del gen nifL a través de CRISPR/Cas9 para aumentar
la fijacion de nitrogeno de B. subtilis. Se recomienda llevar a cabo una secuenciaciéon con mayor
profundidad y ampliar la identificacién de genes implicados en la fijacién de nitrégeno mediante
PCR.

Palabras clave: Bacterias promotoras del crecimiento vegetal, caracterizacion de genes,
andlisis bioinformdtico, edicion génica, CRISPR
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Abstract

The diversity of microorganisms plays an indispensable role in soil health.
Plant-growth-promoting bacteria (PGPB) have been widely studied for their potential use to
substitute the application of agrochemicals and thus develop more sustainable cropping systems.
For this, it is necessary to understand in depth the plant growth-promoting characteristics to
optimize them through molecular biology techniques. For this reason, the present study aimed
to carry out an identification and selection of candidate strains for whole genome sequencing of
bacteria isolated from saccharum officinarum cultivation soil to carry out a characterization of genes
involved in plant growth-promoting characteristics using bioinformatics tools. In addition, carry
out a design of a gene editing system through CRISPR technology to optimize the nitrogen fixation
pathway. Several genes involved in nitrogen fixation pathways, indole-3-acetic acid biosynthesis,
siderophores and compounds with potential for fungal pathogen control were determined. The
strains studied did not present a potential to be pathogenic to humans. Finally, a transformation
through inducible plasmids was proposed to clone the native nifA gene and a knock-out of the nifL
gene through CRISPR/Cas9 to increase nitrogen fixation of B. subtilis. Further sequencing and
expanded identification of genes involved in nitrogen fixation by PCR is recommended.

Keywords: Pant-growth-promoting bacteria, gene characterization, bioinformatics analysis, gene
editing, CRISPR



CAPITULO 1

Introduccién

Los sistemas de monocultivo y la aplicaciéon constante de agentes quimicos como fertilizantes
y pesticidas impactan la salud del suelo y disminuyen su diversidad microbiolégica (Tripathi et al.,
2020). Los microorganismos del suelo se encargan de llevar a cabo varios procesos metabolicos
que aumentan la biodisponibilidad de muchos nutrientes y mejoran la capacidad de asimilacién de
estos por las plantas (Fall et al., 2013); por lo tanto, al verse afectados por compuestos quimicos, el
rendimiento de cultivo se ve afectado (Xu et al., 2020). A pesar del efecto negativo de los compuestos
quimicos a la microbiota, no es posible solamente dejar de utilizarlos, ya que permiten mantener
una produccion alta y asi abastecer la demanda mundial (Gouda et al., 2018). Ademaés, el abuso de
pesticidas puede llevar al desarrollo de resistencia, asimismo, el uso descontrolado de fertilizantes
puede llegar a tener repercusiones en la salud humana (Bijay-Singh et al., 2021). Por lo anterior,
surge una necesidad de desarrollar alternativas que fomenten el crecimiento de las plantas y las
protejan de organismos patogenos, al mismo tiempo que no afecten de forma negativa a la salud
humana y a la salud del suelo de cultivo a largo plazo (Bijay-Singh et al., 2021).

Las bacterias de suelo cumplen un rol sumamente importante en los ecosistemas, estas
actian directamente en varios procesos biogeoquimicos que modulan la disponibilidad de varios
nutrientes necesarios para todos los organismos (Fierer, 2017). Por ejemplo, el nitroégeno, uno de los
compuestos mas importantes para todos los seres vivos, se encuentra en su mayoria como nitrogeno
gaseoso (N2), por lo tanto, existen bacterias fijadoras de nitrégeno que convierten el nitrégeno
gaseoso en compuestos como amonfaco, el cudl puede ser asimilado por las plantas (mantelin ,
2004). De igual manera, las bacterias estan implicadas en la biodisponibilidad de otros compuestos
como el fosforo (P) y potasio (K), y pueden formar relaciones mutualistas con las plantas (Phares
et al., 2022). Particularmente existe un grupo de bacterias que se caracteriza por fomentar el
crecimiento de plantas conocidas como (PGPB, por sus siglas en inglés), estas han sido estudiadas
como biofertilizantes e incluso como biocontroladores (Sokol et al., 2022; Fierer, 2017).

A pesar de que se han realizado estudios para utilizar las PGPB como biofertilizantes o
bioformulaciones que fomenten el crecimiento de un cultivo particular (Tahat et al, 2020). Es
importante mencionar que también es posible realizar modificaciones genéticas en estas bacterias
para potenciar sus capacidades y mejorar el rendimiento de los cultivos. Para esto, primero es
necesario entender qué genes se encuentran en las bacterias y como pueden ser modificados, cabe
mencionar que se ha demostrado que las PGPB tienen mejores capacidades si son aisladas del suelo
donde quieren ser utilizadas (Williams, Liede, Fahy, & al., 2020; Yadav et al., 2020). El presente
estudio pretende realizar una identificacion de bacterias de suelo, para luego llevar a cabo un proceso



CAPITULO 1. INTRODUCCION 2

de secuenciacion de nueva generacion (WGS) con el proposito de estudiar los genes involucrados en
rutas de interés como fijacion de nitrogeno en las bacterias que presenten mayor potencial, con el
objetivo de desarrollar un sistema mutagénesis dirigida a través de CRISPR/Cas9.



CAPITULO 2

Objetivos

2.1 Objetivo general

Realizar una caracterizacion y analisis genémico de cepas bacterianas para la promocion del
crecimiento de plantas y desarrollo de un sistema de edicion génica a través de CRISPR/Cas9 para
optimizar la ruta de fijacién de nitrogeno

2.2 Objetivos especificos

= Seleccionar cepas candidatas para la fijacion de nitrogeno para secuenciaciéon de genoma
completo

= Seleccionar el algoritmo de ensamblaje con mayor calidad para cada una de las muestras
secuenciadas

» Identificar genes de interés para la promocién del crecimiento de la cana de azicar
= Identificar posibles genes patogénicos
= Identificar genes involucrados en la ruta de fijaciéon de nitréogeno

= Plantear una ruta para la sobreexpresion de genes de fijaciéon de nitrogeno por medio de la
herramienta CRISPR



CAPITULO 3

Justificacién

Los sistemas de monocultivo y la aplicaciéon constante de agentes quimicos como fertilizantes
y pesticidas impactan la salud del suelo y disminuyen su diversidad microbiolégica (Tripathi et al.,
2020). Los microorganismos del suelo se encargan de llevar a cabo varios procesos metabolicos
que aumentan la biodisponibilidad de muchos nutrientes y mejoran la capacidad de asimilacién de
estos por las plantas (Fall et al., 2013); por lo tanto, al verse afectados por compuestos quimicos, el
rendimiento de cultivo se ve afectado (Xu et al., 2020). A pesar del efecto negativo de los compuestos
quimicos a la microbiota, no es posible solamente dejar de utilizarlos, ya que permiten mantener
una produccion alta y asi abastecer la demanda mundial (Gouda et al., 2018). Ademaés, el abuso de
pesticidas puede llevar al desarrollo de resistencia, asimismo, el uso descontrolado de fertilizantes
puede llegar a tener repercusiones en la salud humana (Bijay-Singh et al., 2021). Por lo anterior,
surge una necesidad de desarrollar alternativas que fomenten el crecimiento de las plantas y las
protejan de organismos patogenos, al mismo tiempo que no afecten de forma negativa a la salud
humana y a la salud del suelo de cultivo a largo plazo (Bijay-Singh et al., 2021).

Las bacterias de suelo cumplen un rol sumamente importante en los ecosistemas, estas
actian directamente en varios procesos biogeoquimicos que modulan la disponibilidad de varios
nutrientes necesarios para todos los organismos (Fierer, 2017). Por ejemplo, el nitroégeno, uno de los
compuestos mas importantes para todos los seres vivos, se encuentra en su mayoria como nitrogeno
gaseoso (N2), por lo tanto, existen bacterias fijadoras de nitrégeno que convierten el nitrégeno
gaseoso en compuestos como amonfaco, el cudl puede ser asimilado por las plantas (mantelin ,
2004). De igual manera, las bacterias estan implicadas en la biodisponibilidad de otros compuestos
como el fosforo (P) y potasio (K), y pueden formar relaciones mutualistas con las plantas (Phares
et al., 2022). Particularmente existe un grupo de bacterias que se caracteriza por fomentar el
crecimiento de plantas conocidas como (PGPB, por sus siglas en inglés), estas han sido estudiadas
como biofertilizantes e incluso como biocontroladores (Sokol et al., 2022; Fierer, 2017).

A pesar de que se han realizado estudios para utilizar las PGPB como biofertilizantes o
bioformulaciones que fomenten el crecimiento de un cultivo particular (Tahat et al, 2020). Es
importante mencionar que también es posible realizar modificaciones genéticas en estas bacterias
para potenciar sus capacidades y mejorar el rendimiento de los cultivos. Para esto, primero es
necesario entender qué genes se encuentran en las bacterias y como pueden ser modificados, cabe
mencionar que se ha demostrado que las PGPB tienen mejores capacidades si son aisladas del suelo
donde quieren ser utilizadas (Williams, Liede, Fahy, & al., 2020; Yadav et al., 2020). El presente
estudio pretende realizar una identificacion de bacterias de suelo, para luego llevar a cabo un proceso
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de secuenciacion de nueva generacion (WGS) con el proposito de estudiar los genes involucrados en
rutas de interés como fijacion de nitrogeno en las bacterias que presenten mayor potencial, con el
objetivo de desarrollar un sistema mutagénesis dirigida a través de CRISPR/Cas9.
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Marco contextual

La necesidad de desarrollar compuestos biologicos para el mantenimiento de los productos
agricolas en Guatemala llevo al desarrollo de un proyecto de investigaciéon conformado por el Centro
de Estudios en Biotecnologia (CEB) de la Universidad del Valle de Guatemala (UVG) y el Ingenio
Magdalena. El propoésito de la investigacion es realizar productos biologicos para el desarrollo de
un sistema de mantenimiento sostenible de los cultivos de cana de azicar, asi como llevar a cabo
formulaciones que potencialmente puedan ser utilizados en otros cultivos. Adicionalmente, el Ingenio
Magdalena busca ser pionero en la investigacion y disefio de productos para la sostenibilidad agricola
en Guatemala, para proveer en el mercado alternativas a los compuestos quimicos convencionales.

El Centro de Estudios en Biotecnologia tiene experiencia en el desarrollo de investigacion
para el desarrollo de métodos y productos industriales. Por lo tanto, en el ano 2021, se propuso un
proyecto de investigacion entre el Ingenio Magdalena y el Centro de estudios en biotecnologia titulado
“Mejoramiento de la salud del suelo de monocultivo a través de la optimizacién de procedimiento de
compostaje y manejo de microbiologia de suelos”, para estudiar la dinadmica de la microbiota del suelo,
aislar y caracterizar bacterias y hongos para evaluar sus capacidades promotoras del crecimiento con
el proposito de desarrollar una formulaciéon que actiie como biofertilizante, biopesticida y entre
otras aplicaciones potenciales. El presente trabajo es una continuacion de la tesis titulada “Anéalisis
del microbioma bacteriano de suelos utilizados para el cultivo de cana de azicar, en Guatemala
mediante metagenémica del gen 165 ARN ribosomal y caracterizacion de las bacterias promotoras
del crecimiento que se encuentran en ellos” llevada a cabo por Maria Valeria Ochoa Elfas (Ochoa,
2022).
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Marco tedrico

5.1 Cana de azucar

La cana de azucar, Saccharum officinarum, es una planta de cultivo que es utilizada
para la produccién principal de aztcar a nivel industrial, ademas, puede utilizarse también para
la produccién de combustible renovable a base de etanol (James & Tate, 2004). Este cultivo
es particularmente importante en Guatemala debido a que representa alrededor de 6% de las
exportaciones anuales totales (Villagran, 2020).

La alta demanda de aztcar ha llevado al desarrollo de sistemas de monocultivo que afecta el
desarrollo de la cana (Martini et al., 2020); esto repercute en degradacion quimica, que implica una
disminucion de disponibilidad de nutrientes como el carbono, nitrogeno, fésforo, potasio y entre otros
nutrientes necesarios para el crecimiento de plantas (Tetteh, 2015; Umrit et al., 2014). Asimismo, se
fomenta la degradacion fisica, que son alteraciones tales como porosidad y organizacion estructural
de la tierra, lo que limita el acceso y paso de nutrientes y agua (Canisares et al., 2019; Barros et
al., 2004). Por dltimo, la sobreexplotacion de la tierra también promueve la degradacion de calidad
biolégica; esto sucede porque las bacterias comensales y simbioticas del suelo sufren un cambio en
la dindmica poblacional y muchas especies no pueden proliferar (Martini et al., 2020; Lehman et al.,
2015).

Otros factores que pueden afectar el rendimiento de la cana de azicar, es la infeccion por
diversos patégenos. Particularmente, se ha reportado varias especies de hongos como Fusarium
fujikuroi y Fusarium moniliformae que han sido reportados como agentes causantes de Pokkah
boeng, una enfermedad fungica caracteristica de cana de azicar prevalente en china, la cual causa
una pérdida de coloracion de la planta y necrosis del tejido (Vishwakarma et al., 2013; Yao et al.,
2020). Asimismo, se ha reportado que Fusarium sacchari también es un patégeno potencial para
la cana de azucar, este se caracteriza por fomentar marchitez en el tallo y induciendo danos que
pueden llevar a necrosis en los cultivos (Viswanathan et al., 2017). A pesar de que la mayoria de
las enfermedades prevalentes de cana de azicar son causadas por hongos; esta también puede ser
infectada por patogenos virales como el virus del mosaico de la cafa de aztucar (SCMV) y el virus de
la hoja amarilla de la cafia de aztcar (SCYLV); los cuales pueden causar una destruccion devastadora
en el cultivo (Strachan et al., 2022; Lu et al., 2021; Holkar et al., 2020).
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5.2 Fertilizantes

5.2.1 Fertilizantes quimicos

Los fertilizantes son compuestos quimicos ampliamente utilizados en los campos para
mejorar el rendimiento de los cultivos; estos se caracterizan por proveer los nutrientes necesarios
para apoyar el crecimiento de las plantas (Savci, 2012). Los nutrientes principales que presentan los
fertilizantes quimicos son el nitrogeno (N), el fosforo (P), sulfuro (S) y el potasio (K) (Marshner,
2012). Existen siete fertilizantes secos producidos ampliamente; la urea 46-0-0, nitrato de amonio,
sulfato de amonio, fosfato diaménico 1846-0 (DAP), fosfato monoamonico (MAP), superfosfato triple
0-46-0 (GTSP) y fosfato monoamonico sulfurado (MAP-S), estos pueden estar complementados con
Zinc y potasio (Fall et al., 2013). Por el otro lado, existe otra categoria de fertilizante que es relevante
en la agricultura, estos son los fertilizantes liquidos, que normalmente estin compuestos por una
mezcla de nitrato de amonio y urea, estos pueden estar complementados con amonio anhidrido y

acido superfosforico (Fall et al., 2013; IFIA, 2000).

La alta demanda mundial de productos alimenticios ha desarrollado una necesidad latente
en el uso de compuestos que permitan mantener el cultivo sano para cumplir con el rendimiento,
adicionalmente, cabe mencionar que se ha estimado que la producciéon agricola debe de aumentar
aproximadamente un 70 % para cumplir con las necesidades globales en las proximas décadas (FAO,
2011). Por lo tanto, para mantener el rendimiento requerido, la agroindustria ha desarrollado sistemas
de monocultivo, que utilizan constantemente fertilizantes (Bindraban et al., 2012). Como se menciono
previamente, el monocultivo tiene un impacto negativo a largo plazo en los cultivos, esto combinado
con la aplicacion persistente de los fertilizantes tiene un efecto devastador en la salud del suelo
(Tripathi et al., 2020; Xu et al., 2020). A pesar que los fertilizantes proveen de nutrientes necesarios
para el crecimiento de las plantas, estos pueden tener un impacto negativo si no se utilizan con
moderacion (Xu et al., 2020). Su aplicacion constante fomenta un desbalance de nutrientes, lo que
puede afectar directamente a la planta, asimismo, debido a que algunos compuestos de los fertilizantes
presentan un pH bajo, pueden llevar a la acidificacién del suelo, afectando la disponibilidad de los
nutrientes (Goulding, 2016). La acidificacion también afecta a la biodiversidad del microbioma del
suelo; al afectar la dinamica ecolégica de bacterias, se disminuye la tasa de nutrientes disponibles, ya
que muchas de estas bacterias se encargan de aumentar la biodisponibilidad de nitrégeno, fésforo,
potasio, entre otros nutrientes (Tahad et al., 2020; Dubey et al., 2019).

Los fertilizantes también han sido criticados debido a que pueden causar contaminacién en
los cuerpos de agua. En muchos casos, un mal manejo del sistema de aplicaciéon de fertilizantes ha
llevado a la contaminacion de rios, afectando fuertemente los ecosistemas acuaticos (Bijay-Singh et
al., 2021). el aumentar los nutrientes como el nitrégeno (N), Fosforo (P) y potasio (K) procedente
de los fertilizantes desencadena la eutrofizacion, lo que no solamente afecta la dindmica ecolégica,
sino que puede llevar a la disminucién de ciertos nutrientes como lo es el oxigeno o incluso la luz
solar (Srivastav, 2020). Por ultimo, cabe mencionar que, debido a la regulaciéon de produccion y
aplicacion de estos compuestos quimicos, los precios de mercado tanto del producto quimico como
el producto agricola han comenzado a aumentar en sobremanera, lo que enfatiza la importancia de
desarrollar productos alternativos que no presenten los mismos problemas potenciales y sean més
costo-efectivos a largo plazo.

5.2.2 Biofertilizantes

La agricultura tradicional cada vez es menos sostenible debido a que la demanda alimentaria
aumenta cada ano y los métodos tradicionales que emplean monocultivos, fertilizantes y pesticidas
quimicos disminuyen el rendimiento de los cultivos a largo plazo (Ehrlich y Harte, 2015). Por lo
tanto, el desarrollo de nuevas formulaciones que permitan mantener el rendimiento de cultivo, pero
sin afectar la salud del suelo y el medio ambiente es de extrema urgencia (Macik et al., 2020).
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La definicién de biofertilizantes ha cambiado rapidamente a lo largo de los anos, no obstante,
se puede definir a grandes rasgos como un microorganismo o un conjunto de microorganismos
que presenta propiedades promotoras de crecimiento vegetal (Schenk et al., 2009). Esto implica
que aumenta la biodisponibilidad de los nutrientes necesarios para que una planta pueda crecer
y desarrollarse, ademas, este conjunto de microorganismos debe presentarse en una formulacion
lista para ser utilizada por los agricultores. Asimismo, los biofertilizantes también pueden tener
compuestos que contribuyan a las actividades benéficas de los microorganismos del suelo. Estas
formulaciones aprovechan las capacidades biologicas de los microrganismos a favor de los sistemas
de cultivo (Schiitz et al., 2018; Macik et al., 2020). A pesar de que los biofertilizantes representan
una solucién prometedora, existen algunas desventajas que atin deben ser dirigidas como un tiempo
limitado de almacenamiento, una sensibilidad mayor a la temperatura y complicaciones asociadas
a su transporte; adicionalmente, debido a que est4d compuesto mayormente por microorganismos,
es necesario aplicar una mayor concentraciéon del producto para que las plantas puedan tener los
nutrientes necesarios (Sahu et al., 2016).

La efectividad de los biofertilizantes depende de varios factores, principalmente la
composicion del suelo donde se aplicara, por lo que es necesario desarrollar formulaciones que
contengan el ingrediente activo en un transportador apropiado y aditivos que permitan proveer
estabilidad y proteccion a los microorganismos (Macik et al., 2020; Satish et al., 2022). Estas
bioformulaciones deben de asistir en la introducciéon del microorganismo al sitio diana y ayudar
en el mejoramiento de sus capacidades metaboélicas para alcanzar una tasa maxima de nutrientes al
ser inoculada con las plantas (Mahanty et al., 2016; Macik et al., 2020). Se han desarrollado formas
de transportar la formulacion al suelo, en la figura I se muestra un diagrama de los cuatro tipos
principales y de que estan compuestos.
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Figura 1
Tipos de formulaciones bioldgicas

Nota. Adaptado de Mgcik et al., (2020)
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5.3 Salud del suelo

5.3.1 Composicion y microorganismos del suelo

Los suelos estan compuestos por una gran variedad de factores, como minerales, materia orgéanica
y una gran variedad de macroorganismos y microorganismos; esta tdltima caracteristica es de
particular interés, ya que representa una gran diversidad genética y metabolica (Leff et al., 2015);
de hecho, se ha determinado que un solo gramo de tierra puede contener miles de representantes
de taxones microbianos, incluyendo bacterias, hongos y virus (Fierer, 2017). El conjunto de todos
los microorganismos que constituyen una comunidad junto a sus caracteristicas genéticas que en el
suelo se les conoce como microbioma de suelo. Los microorganismos del suelo han sido ampliamente
estudiados por su capacidad de moldear los ciclos biogeoquimicos de elementos importantes para
los ecosistemas (Sokol et al., 2022); sus caracteristicas metabolicas influencian en sobremanera la
interacciéon de todos los organismos del suelo, como bacterias, hongos, plantas, entre otros (Islam et
al., 2020).

Para estudiar con precision el suelo, es importante entender que este no es solamente un ambiente,
més bien estéd compuesto por varios ambientes, de los cuales todos y cada uno presenta comunidades
microbianas distintas que presentan una capacidad de influenciarse entre ellos (Fierer, 2017). El
microbioma es altamente complejo, por lo tanto, se ha demostrado que las condiciones que componen
un ambiente de suelo son altamente variables, por lo que la composicién nativa de un suelo particular
de una region no sera similar a otra (Delgado-Baquerizo et al., 2019; Sokol et al., 2022). Los factores
que se estudian cominmente en el suelo son la concentracion y biodisponibilidad de carbono orgénico,
nitrégeno, fosforo, entre otros nutrientes; el pH y la salinidad del suelo; y las caracteristicas fisicas
que lo componen como la porosidad (Fierer, 2017). Cada uno de estos factores se ve afectado por
muchas variables como lo es el clima, los macroorganismos y microorganismos, factores de estrés
abioticos como una escasez de agua y la actividad humana (Macik et al., 2020).

Existe una gran diversidad de microorganismos en el suelo, estos cumplen un rol dentro de la compleja
dinamica ecoldgica (Compant et al., 2019). Por lo tanto, la caracterizacion de microorganismos de
suelo ha sido un foco de investigacion para el desarrollo de nuevos métodos de agricultura sostenible.
Como se menciond previamente, no existe una microbiota tipica que pueda ser aplicada a todos
los tipos de suelo que se encuentran en regiones similares, de hecho, se ha determinado que la
composiciéon de la microbiota puede variar incluso en muestras de suelo que han sido tomadas de
regiones geograficamente cercanas, esta variacion se atribuye a las caracteristicas fisicoquimicas de
los compuestos presentes en el suelo y a los mismos microorganismos que han podido proliferar
(Wei et al., 2019; Van Nuland et al., 2021). Se ha caracterizado una gran variedad de bacterias,
hongos, arqueas y protistas en el suelo. Los grupos mas frecuentes de hongos son representantes de
Basidiomycota, particularmente Agaricomycetes; también se ha encontrado Archeaorhizomycetes,
zugomycota, Sordariomycetes y Leotiomycetes. En el caso de bacterias, existe una abundancia mayor
de Acidobacteria, Bacteroidetes, Alpha-proteobacteria y Gammaproteobacteria (figura 2) (Fierer et
al., 2017).
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Figura 2
Diversidad de abundancia de bacterias y hongos en el suelo
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La presencia y abundancia relativa de arqueas y protistas suele variar mucho més, sin embargo, se
ha caracterizado dentro de las arqueas (figura 3), la clase Thaymarchaeota posee una alta abundancia
relativa, asi como también Rhizaria dentro de los protistas (Fierer et al., 2017). Es importante
mencionar que el cambio en la variedad y abundancia de estos microorganismos también se ha
asociado a la presencia de diferentes plantas, es decir, existen ciertos taxones que presentan algtn
tipo de relacién simbidtica con una especie en particular, asimismo, se ha determinado también que
puede existir codependencia (Dastogeer et al., 2020; Sanchez-Caiizares et al., 2017).
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Figura 3
Diversidad y abundancia de protistas y arqueas en el suelo
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A pesar de esfuerzos extensivos en caracterizar los microorganismos que componen la microbiota
del suelo, y las condiciones abidticas que influyen en las proporciones de las poblaciones, atn
sigue siendo complicado dilucidar completamente toda la diversidad de bacterias y arqueas en el
suelo (Fierier et al., 2017). Se han desarrollado métodos para permitir la realizacién de una mejor
estimacion. Entre estos métodos podemos mencionar la deteccion de relic DNA, material genético
ancestral de organismos que se ha preservado en el suelo y fosiles (Carini et al., 2016). Asimismo,
existen métodos de secuenciacion metagendémica shotgun, que permite analizar regiones o genes
especificos de muestra con varios organismos (Hasan et al., 2014).

5.3.2 Bacterias promotoras del crecimiento vegetal

Las bacterias de suelo tienen la capacidad de realizar varios procesos metabolicos que permiten
aumentar la biodisponibilidad de nutrientes del suelo, asimismo, pueden fomentar que exista
una interaccién con otros microorganismos para que las plantas puedan crecer de mejor manera
(Gamalero y Glick et al., 2011). Adicionalmente algunas bacterias tienen capacidades potenciales
fungicidas y pesticidas, por lo que son de gran interés para la investigacion biotecnologica para la
aplicacion agroindustrial (Gutiérrez-Santa et al., 2020).
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Figura 4
Interacciones en el microbioma impacta la salud del suelo
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Las bacterias que poseen la capacidad de fomentar el crecimiento vegetal se denominan bacterias
promotoras del crecimiento vegetal (PGPB, por sus siglas en inglés). Estos microorganismos son
capaces de formar interacciones con las plantas del suelo y proveer los nutrientes, hormonas y
enzimas; algunas de estas bacterias son capaces de colonizar la rizosfera, regiéon del suelo donde se
encuentran las raices de la planta, estas bacterias pueden aumentar la biodisponibilidad de nutrientes
y protegerla de patdégenos potenciales; a estas bacterias se le atribuye el nombre de rizobacterias
promotoras del crecimiento vegetal (PGPR, por sus siglas en inglés) (Ahemad Kibret, 2014). Como
se observa en la figura 4, la presencia de microorganismos del suelo tiene una relaciéon directa con
la salud del suelo (Tahat et al., 2020). La compleja red de interacciones de estos microorganismos
es capaz de afectar casi todos los aspectos del suelo, y por ende, repercute en el crecimiento de la
planta (Ramakrishna et al., 2019).



CAPITULO 5. MARCO TEORICO 15

Figura 5
Los procesos biogeoquimicos son afectados por el microbioma

L Nitrégeno reducido (NO,
VOCs no metano

N20 y N2)
idacié cidacié Fijacién de carbono Consumo de .
Fijacién de N2, Oxidacién de H2 Oxidacion CH4 b e Fijacion N2 y
fermentacién y — Produccién VOC oxidacién de
metanogénesis Metanogénesis Respiracién y - — Nitrificacién y NOoN20
fermentacién (et desnitrificacion
NH,,NO,

N M N -

H* HO vy OH SO, Fe”, S,Fe’,Mn" Cal‘rbo.no ia?;::
Mn Y NO; y NH" organico g

U \_/ \_// 1abil recalcitrante

Nota. Adaptado de Fierer et al., 2017

)

Fésforo insoluble  Fésforo soluble Nitrogeno  Nitrégeno

organico inorganico

C

Caracteristicas promotoras

Las PGPB median varios procesos biogeoquimicos, fijan nitrogeno, realiza fermentacion y
metanogénesis; ademés, aumentan la solubilidad de ciertos compuestos como el fésforo y el potasio.
Ademas, estas bacterias aumentan la concentracién de carbono organico a través de fijacion, cabe
mencionar que, debido a su diverso metabolismo, también puede proveer a la planta de varios
compuestos como manganeso, hierro y sulfatos (figura 5) (Ferier et al., 2017; Ramakrishna et al.,
2019).

1. Metabolismo de nitrégeno: El nitrogeno es uno de los elementos mas abundantes en el
planeta, sin embargo, se encuentra mayormente en estado gaseoso (N3). El ciclo biogeoquimico
del nitrégeno es el proceso en donde este elemento pasa por diferentes formas para ser procesado,
se divide en dos fases importantes, la fase abiotica y la biotica. El ciclo comienza por la fijacion
del nitrégeno gaseoso en amoniaco, luego sigue la nitrificacion, que sucede al oxidar el amonio
para la formacién de nitratos; estos son asimilados por los organismos y se procesan, por ultimo,
sucede la desnitrificacion, la cual reduce los nitratos para la producciéon de nitrégeno gaseoso
(Stiieken et al., 2016). Es importante mencionar esto porque la fijacion de nitrogeno, nitrificacion y
desnitrificacion son llevadas a cabo por bacterias del suelo (Jetten, 2008). El nitrogeno es importante
para el desarrollo de todos los organismos, necesario para la sintesis de proteinas, el metabolismo
de los aminoacidos y la formacién de acidos nucleicos como el ATP (Solomon et al., 2015). Es
especialmente importante para las plantas debido a que se utiliza para la sintesis de clorofila y
moléculas precursoras, fundamental para la fotosintesis (Luo et al., 2020).

Una de las habilidades de las PGPB es el aumento de la biodisponibilidad del nitrégeno, ya que
pueden realizar los procesos metabdlicos implicados en el metabolismo del nitré6geno, permitiendo
proveer amoniaco y nitratos para que las plantas del suelo puedan asimilarlos y crecer (Souza et al.,
2014). Las bacterias que llevan a cabo la fijacion de nitrogeno lo realizan a través de un sistema
llamado complejo nitrogenasa que esta compuesto principalmente por dinitrogenasa y dinitrogenasa
reductasa, se ha determinado que los genes necesarios para catalizar estas reacciones se encuentran
dentro de un cluster de genes denominados nifHDK (Minerdi et al., 2001; Zehr y Turner, 2001).
Algunas nitrogenasas alternas se han encontrado como isoformas, particularmente dos, codificadas
del gen nifH, Una tercera proteina se ha determinado como contraparte de la proteina Mo necesaria
para el funcionamiento del complejo nitrogenasa codificada por el gen nifG (Zehr y Turner, 2001).
Algunas bacterias que han sido identificadas como PGPR con la capacidad de fijar nitroégeno son son
Allorhizobium sp., Rhizobium sp., y Azotobacter sp. Es importante mencionar que varios estudios
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han determinado que genes se encuentran involucrados en cada uno de los procesos. Ademés, se ha
estudiado ampliamente el operéon nif HDK lo que permite llevar a cabo métodos de edicion génica
para poder desarrollar cepas que tengan capacidades aumentadas en esta ruta (Sparacino-watkins
et al., 2015).

Existen tres complejos nitrogenasas ampliamente descritas las cuales varfan dependiendo del
conjunto de genes que la conforman (Zhao et al., 2006; Chanderban et al.,, 2023). El complejo
nitrogenasa dependiente de molibdeno estéd comprendido por los genes nif, la nitrogenasa dependiente
de vanadio esta codificada por el cluster vnf y la nitrogenasa dependiente de hierro por los genes anf
(Chanderban et al., 2023). Son obstante, el complejo codificado por los genes nif es generalmente el
més estudiado. La estructura de los genes de divide principalmente por las secuencias codificantes
para las subunidades biocataliticas, los genes nifH, nifD y nifK (Rubio, 2008; Cyratti y Rubio, 2008).
Asimismo, también es importante realizar la distinciéon de los genes implicados en la biosintesis
del cofactor de hierro-molibdeno, mediado por nifY, nife, nifN, nifX, nifU, nifS, nifV, nifB y
nif@ (Rubio, 2008). El complejo, ademaés, necesita de un flujo de electrones, el cual estd mediado
generalmente por los genes nifJ y nifF. Por ultimo, todo el operdén es regulado por dos genes, los
cuales se expresan al alza dependiendo de la concentracién de oxigeno o amoniaco; el gen nifA
codifica para una proteina activadora, el cual fomenta la transcripcion de los genes nifm mientras
que nifL codifica para una proteina represora que inhibe la expresion de nifA, disminuyendo asi la
tasa de fijacion de nitrogeno (Zhang et al., 2023; Martinez-Argudo et al., 2004).

A pesar de que la fijacion de nitrogeno es sumamente importante para que las plantas asimilen
el elemento, también es necesario tomar en cuenta que algunas especies utilizan los intermediarios
producidos por la amonificacion y nitrificacion (Ferreti et al., 2021). En la figura 6 se muestra los
intermediaros del nitrégeno de la desnitrificacién y nitrificacion, estos también pueden ser utilizados
por las plantas.
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Figura 6
Cliclo del nitrégeno bacteriano
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2. Biodisponibilidad de fésforo: El fosforo es un elemento importante para el desarrollo de todos
los organismos, es un elemento precursor de 4cidos nucleicos, algunas enzimas, puede funcionar como
cofactor y es esencial para la formacion de fosfolipidos. Es un elemento sumamente importante para
la formacion de ATP, por lo que es necesario para llevar a cabo todos los procesos metabolicos dentro
de la célula (Solomon et al., 2015). En plantas, tiene un rol en la fotosintesis para la formacion de
nicotidamida adenina dinucle6tido fosfato (NADP+), una molécula necesaria para la fase luminica.
Al igual que el nitrogeno, este elemento pasa por un ciclo biogeoquimico, sin embargo, este no es
tan dinamico. El fésforo se encuentra principalmente en superficies de rocas sedimentadas, este se
filtra hacia el suelo, comunmente como ion fosfato (McClain y Sharkey, 2019). Debido a que la
filtracion no es un proceso rapido, el fosforo suele ser uno de los nutrientes més escasos en la mayoria
de los suelos (figura 57), ademés, puede presentarse en forma de fésforo inorgénico, que no es tan
facilmente asimilado por las plantas (Hinsiger, 2001).
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Figura 7
Cliclo del fosforo

Disuelto
1

mmrte total del rio
Soluble 2-3

Inventario oceanico

92,000
Flujo de entierro

2-3

Meteorizacion

Subduccion

] Inventario sedimentario
8.4 x 10

Acrecion/Levantamiento

Nota. Adaptado de Filippelli, 2002

Las bacterias también son capaces de aumentar la biodisponibilidad del fésforo, se ha determinado
que algunas PGPR pueden facilitar la obtencion de este nutriente para la planta a través de la
solubilizacion del fosfato (Zaidi et al., 2009). La solubilizacion de fosfatos se puede llevar a cabo
por medio de dos mecanismos principales: por medio de enzimas y por medio de acidos organicos
(figura 8). Los microorganismos que solubilizan fosfato a través de la produccion de enzimas como
las fosfatasas, que permiten degradar compuestos que presentan fésforo en su estructura; y aquellos
microorganismos que secretan acidos organicos para disolver el fosforo inorgéanico (Billah et al.,
2019; Ahemad, 2014). Algunas PGPB que han sido reportadas como solubilizadoras de fosfato son:
Agrobacterium sp., Burkholderia sp., y Rhizobium sp.
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Figura 8
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3. Produccion de fitohormonas: Las fitohormonas son compuestos que son esenciales en el
desarrollo y crecimiento vegetal, pueden afectar la respuesta a estimulos de las plantas e influir
en sus tropismos, influyen directa o indirectamente en el desarrollo de la raiz y pueden fomentar
el desarrollo de las estructuras reproductivas de la planta (Fahad et al., 2014). Algunos estudios
sugieren que las fitohormonas también pueden mediar en los mecanismos de defensas de las plantas
(Checker et al., 2018). Algunas fitohormonas de interés son: Las citoquininas, el etileno y las auxinas.
Una de las auxinas mas conocidas es el 4cido indol-3-acético (IAA, por sus siglas en inglés); esta
fitohormona fomenta la division celular en las raices y estimula el desarrollo del fruto, asimismo,
posee un rol importante en la mediacién en los mecanismos de comunicaciéon con la microbiota del
suelo (Duca et al., 2020).
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Figura 9
Efecto de tratamientos con IAA

Nota. Adaptado de Myo et al., 2019

La producciéon de IAA se ha determinado en algunas PGPB, al ser agregadas a las plantas son
capaces de aumentar sobremanera el crecimiento de las plantas y mejorar las interacciones entre el
cultivo y los microorganismos de la rizosfera (Ferier et al., 2017). Como se puede observar en la
figura 9, el tratamiento de una planta expuesta a diferentes concentraciones de una formulaciéon de
TAA, tiene efectos significativos en el desarrollo de la planta (Myo et al., 2019).

Existen varios genes implicados para la biosintesis de IAA por bacterias. Primero, es necesario
llevar la sintesis del precursor mas importante, el cual es el L-triptofano (Naveed et al., 2015). Para
esto, muchas rutas parten del crosimato, en donde los genes trpE/trpA, trpD, trpE, trpC y trpB
median la ruta de biosintesis (Merino et al., 2008; Gollnick et al., 2005). Posteriormente, Los genes
taaM e iaaH codifican para la triptofano-2-monooxigenasa y la indol-acetamida hidrolasa, las cuales
median la conversion de L-triptofano en 4cido-indolacético (Duca et al., 2020). algunas bacterias son
capaces de sintetizar IAA partiendo de Indol-3priruvato, el cual puede ser producido a partir del
L-triptofano a través de la enzima triptofano aminotransferasa (AAT) o bien por la produccion
de indol a través de la enzima triptofanasa (tnaA) para luego sintetizar el compuesto, el cual
posteriormente es convertido por la enzima acido-indol-3-piravico descarboxilasa (ipdC) (Sergeeva
et al., 2007; Jasmin et al., 2014; Duca et al., 2020).

Factores de virulencia

Las bacterias son capaces de producir compuestos o estructuras denominados factores de
virulencia los cuales permiten evadir el sistema inmune de los hospederos y causar enfermedades
(Leitao, 2020). Las bacterias patogénicas tienen factores de virulencia que se dividen en su capacidad
de adherirse, producir exotoxinas, producir exoenzimas, sistemas de entrega, capacidad de modular
o evadir el sistema inmune y motilidad (Wu et al., 2008).

Las exotoxinas pueden ser polipéptidos o complejos heteroméricos proteicos que causan dano
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o facilitan la interaccion de un patogeno con una célula huésped (Sastalla et al., 2016). El tipo
de endotoxina depende de cada bacteria, algunos de los genes implicados en la producciéon por
Pseudomonas, Bacillus y Acinetobacter pueden ser ple, tox, alo y nhe (Chen et al., 2005). La
adherencia es de igual forma un factor de virulencia importante, principalmente porque permite a la
bacteria anclarse a un tejido, lo cual focaliza la infeccién y dificulta en algunos casos su tratamiento
(Nowrouzian et al., 2006), estos suelen estar codificados por los genes pil, fim, tsa, chp, fap, rop y bsl
(Chen et al., 2005). Asimismo, la capacidad de realizar biofilm también puede ser considerado como
un factor de virulencia debido a que proporciona una resistencia a la bacteria patogénica (Phillips y
Schultz, 2012), los grupos de genes principales en Pseudomonas, Bacillus y Acinetobacter son ade,
pga, csu, alg y muc (Chen et al., 2005).

5.4 Gendémica

5.4.1 Secuenciacion de nueva generacion (NGS)

El primer proceso de secuenciacion de ADN se publico en 1977, llamado Secuenciacion de Sanger,
donde utiliza el fundamento de secuenciacion por sintesis (SBS,por sus siglas en inglés) de la cadena
de ADN marcada radiactivamente que es complementaria a la cadena molde utilizando el método de
cadena de didesoxinucledtidos, para luego determinar los fragmentos a través de una electroforesis en
gel de poliacrilamida (Pervez, Hasnain, Abbas, Moustafa, & Aslam, 2022). Los avances para mejorar
esta técnica ayudaron a incorporar nuevos métodos como la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR), el marcado del ADN con fluorescencia y la disponibilidad de enzimas de buena calidad
para modificar el ADN fueron fundamentales para llevar a cabo la secuenciacion del primer genoma
humano en 2001 (Venter, Adams, Myers, y et al., 2001).

Desde 2005 se han propuesto diferentes métodos de secuenciacion de nueva generacion (NGS, por
sus siglas en inglés) los cuales, proponen novedosos mecanismos para la determinacion del orden las
bases, la alineacion de secuencias y el ensamblaje del genoma (Metzker, 2010). Algunas de las ventajas
de las NGS en comparaciéon con las técnicas tradicionales, es la capacidad de secuenciar miltiples
genes e identificar millones de variantes o mutaciones simultdneamente. La cantidad de ADN que
se necesita para obtener esta informacion y realizar el anélisis es minima y el tiempo de respuesta
es mucho mas rapido, ademas, realizan una mejor comprension de rutas moleculares potencialmente
relacionadas a una enfermedad y posibles opciones de tratamiento, entre otras aplicaciones (Rabbani,
Nakaoka, Akhondzadeh, Tekin, y Mahdieh, 2016). Estos nuevos procedimientos como NGS utilizan
tintes fluorescentes como reemplazo del radiomarcador para el ADN y la electroforesis de matriz
capilar en vez de la electroforesis en gel de poliacrilamida basada en gel, lo que ayudd en la
automatizacion de la técnica aumentando la capacidad de secuenciar miles de millones de nucle6tidos
en una sola ejecucion (McCombie, McPherson, y Mardis, 2019).

Actualmente, la NGS sigue optimizando nuevas estrategias para utilizarlas en diferentes éareas
como la secuenciacion del genoma completo (WGS, por sus siglas en inglés) , la secuenciacion del
exoma completo (WES/ES, por sus siglas en inglés), la llamada de variantes (VC, por sus siglas en
inglés), la secuenciacion dirigida (TS, por sus siglas en inglés) y la secuenciacion del transcriptoma
(TCS, por sus siglas en inglés) (Xuan, Yu, Qing, Guo, y Shi, 2013), los cuales pueden ser utilizados
para diferentes organismos como bacterias, arqueas, hongos, plantas, animales, etc. también se ha
aplicado para en la identificacién del material genético de varias enfermedades como el céncer.

5.4.2 Caracterizacion genémica

Debido a los avances que ha tenido el estudio del genoma completo, se ha optado por estrategias
novedosas que permiten un analisis mas eficiente, rapido y de alto rendimiento, dentro de los cuales
se puede mencionar los métodos de secuenciacion del ADN. Estos se basan en determinar el orden de
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las cuatro bases de nucleotidos (Adenina, Timina, Citosina y Guanina) que componen un fragmento
de ADN, por lo que, permite identificar toda la informaciéon genética en un segmento especifico
(Heather y JM, 2016).

La gendémica se describe como el estudio del genoma completo de un organismo y se obtienen
grandes cantidades de datos a través de secuenciacion de nueva generacion (NGS). Estos datos sirven
para comprender las implicaciones de la composicion genética, para la identificacion y caracterizacion
de genes. Lo que permite estudiar rutas moleculares, determinar mutaciones puntuales y evaluar la
regulacion génica. (Williams, Liede, Fahy, y al., 2020). El anélisis de caracterizacién genémica nos
permite delimitar dicha informacion, con el objetivo de especificar los datos necesarios para nuestro
estudio.

En el caso de procariotas, la caracterizacion genoémica se refiere a la colecciéon completa de datos
que describan el perfil genético de un cultivo puro (Triiper y Kridmer, 1981), el cual, nos permite
investigar la diversidad genética, perfiles de virulencia, genes de resistencia antimicrobiana, clister
de genes de adaptacion, cambios filogenéticos, variantes génicas, etc. (Lyu, y otros, 2021). Existen
varios estudios han utilizado la caracterizacion genémica para aplicarla en diferentes areas, como por
ejemplo: La identificaciéon de bacterias causantes de enfermedades transmitidas por los alimentos,
como Salmonella enterica (Lyu, y otros, 2021). Esta técnica también se ha utilizado en los hallazgos
de cepas de interés comercial debido a su potencial probiotico como Lactobacillus fermentum (Brandt,
Nethery, O’Flaherty, & Barrangou, 2020) y en la comparacién de bacterias fijadoras de nitrégeno
(Medina-Cordoba, Chande, Rishishwar, y et al., 2021).

5.5 Algoritmos de analisis bioinformatico y ensamblaje de genomas

5.5.1 Evaluacion de calidad de secuencias

Tras un proceso de secuenciacién de nueva generacion, los equipos retornan archivos en formato
FASTQ.GZ en las dos direcciones de la hélice de ADN (Forward y Reverse), siendo este un formato
comprimido de FASTQ. Antes de realizar cualquier analisis o de llevar a cabo el ensamblaje del
genoma, es necesario realizar una evaluacion del grado de calidad de las secuencias (Cock et al.,
2009). Los algoritmos que evalian la calidad de secuencia realizan un conjunto de estadisticas que
permiten evaluar si las secuencias son aptas para llevar a cabo analisis avanzados (Brown et al., 2017).
Los parédmetros utilizados comtinmente son valores como frecuencia relativa de los nucledtidos y
posiciones que presenten baja calidad. La herramienta utilizada comtinmente para llevar a cabo estos
analisis es FASTQC (Andrews, 2010; http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/)
la cual evalia los siguientes parametros: calidad de secuencia por pase, contenido de N (siendo N’ una
representacion de que en esa base particular puede encontrarse una A, G, C o T), valores de calidad
por secuencia, contenido de GC por secuencia, distribuciéon de longitud de la secuencia, niveles de
duplicacion, secuencias sobrerrepresentadas, contenido de adaptadores y contenido de Kmero (valor
de una secuencia con “k” nucleétidos consecutivos) (De sena Brandine et al., 2021; Brown et al.,
2017).

Los analisis de calidad de secuencias crudas normalmente no son capaces de superar todas las
pruebas, indicando que deben de ser procesadas para eliminar aquellas secuencias de baja calidad
que pueden comprometer el ensamblaje y por ende los andlisis, para esto generalmente se lleva a
cabo un proceso denominado trimming o recorte (Chen et al., 2014). Trimmomatic (Bolger et al.,
2014; http://www.usadellab.org/cms/?page=trimmomatic) es un programa utilizado para realizar
el preprocesamiento de secuencias, este realiza una serie de pasos para cortar y filtrar las secuencias,
con el proposito de mejorar su calidad (Bolger et al., 2014; Sewe et al., 2022). Luego de realizar
los cortes, es necesario repetir la evaluaciéon de calidad de los resultados del preprocesamiento para
determinar si las secuencias cumplen con las estadisticas para llevar a cabo el ensamblaje.
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5.5.2 Ensamblaje de genoma

Para estudiar con mas profundidad los resultados, es necesario realizar un ensamblaje de
un genoma utilizando las lecturas de las secuencias. Un ensamblaje consiste en realizar una
reconstruccion de un genoma con base en fragmentos de lecturas de secuenciacién que se alinean
para encontrar porciones idénticas entre diferentes fragmentos (Chateau y Salson, 2022; Henson et
al., 2012). Existen varios que pueden afectar el ensamblaje, como la cobertura, este es el promedio
de namero de veces que un nucleotido se secuencia en una posicion dada (Sims et al., 2014). Durante
la secuenciacion, se generan secuencias aleatorias, por lo que es posible que existan fragmentos que
no puedan secuenciarse. Por lo tanto, se estima que un esamblaje confiable debe tener una cobertura
de 30X-50X para minimizar el riesgo de regiones no secuenciadas (Chateau y Salson, 2022).

Existen dos tipos principales de ensamblajes; aquellos que utilizan un genoma de referencia para
realizar el algoritmo y los ensamblajes de genomas de los cuales no se tiene informacién suficiente
para proveer una referencia, los procesos donde no se requiere un archivo de referencia son llamados
ensamblajes De Novo (Silva et al., 2013; Lischer & Shimizu, 2017). El ensamblaje De Novo se puede
comparar con la construccion de un gran rompecabezas con millones de piezas, de las cuales pueden
existir muchas secuencias repetidas que pueden causar problemas en el algoritmo, por lo tanto,
existen varios algoritmos que se utilizan para tener un mejor ensamblaje (Liao et al., 2019). Estos
generalmente toman en cuenta factores como el tamano del genoma, la presencia de secuencias
repetitivas, el porcentaje de N’s en las lecturas y entre otros (Sohn y Nam, 2018; Henson et al.,
2012). A pesar que cada algoritmo tiene su propia complejidad, los procesos de ensamblaje De Novo
comprenden tres grandes pasos: la generacion de contigs (una secuencia de ADN ensamblaje en
base de superponer fragmentos de ADN), la construcciéon de andamios que ampliamente se conocen
como Scaffolds, y el proceso de rellenar las secciones donde no fue posible identificar con una alta
probabilidad la base, mejor conocido como gap filling (Sohn y Nam, 2018).
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Figura 10
Ensamblaje de Novo
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Uno de los algoritmos de ensamblaje mas conocidos es Velvet (Zerbino y Birney, 2008), este se
caracteriza por utilizar un principio de grafos De Brujin Euleriano bidireccional (Sohn y Nam, 2018).
Este algoritmo realiza el ensamblaje, elimina errores y maneja las secuencias repetidas; primero, el
algoritmo de correcciéon de error une las secuencias complementarias, posteriormente, el algoritmo
de las secuencias repetidas evalia las regiones donde hay superposicion (Zerbino y Birney, 2008). En
el algoritmo, se analiza que secuencias son iguales en base a un Kmero calculado por las secuencias
crudas, cada anélisis representa un nodo, el cual es comparado con el nodo reverso complementario

como se puede ver en la figura 11.



CAPITULO 5. MARCO TEORICO

Figura 11
Esquemdtica del sistema Velvet
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Otro programa que se utiliza para realizar ensamblados de genomas es St. Petersburg genoma
Assembler SPAdes (Bankevich et al., 2012; https://cab.spbu.ru/software/spades/). Este es un
ensamblador que también se basa en un principio de grados De Brujin Euleriano de dos capas y
se utiliza particularmente para resultados de secuenciacion de una sola célula, por lo que refleja
resultados satisfactorios en genomas bacterianos (Sohn y Nam, 2018). El algoritmo de ensamblaje
tiene cuatro etapas principales: la construccion del grafo de ensamblaje a través de la simplificacion
De Brujin, particularmente se utiliza un grafo con tamanos multiples en el cual se implementa
métodos que pueden detectar y remover lecturas quiméricas, y realizar histogramas de distancia;
posteriormente se lleva a cabo al ajuste de los bimeros-k, en este paso se estima la distancia entre
los Kmeros en el genoma a través de los histogramas de distancia; luego se construye el grafo de
ensamblaje pareado basado en el enfoque PDBG; y por ultimo se realiza la construccion de contigs

(Bankevich et al., 2012; Prjibelski et al., 2020).


https://cab.spbu.ru/software/spades/
https://cab.spbu.ru/software/spades/
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Figura 12
Implementacion del algoritmo de SPAdes
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Por ultimo, ABySS (Assembly by short sequences; https://github.com/begse/abyss) (Simpson et
al., 2009) es un algoritmo de ensamblaje basado en la distribucion de grafos De Brujin implementado
a través de C++ y utiliza el protocolo de comunicacion entre nodos MPI (Simpson et al., 2009).
Primero, se realiza la construcciéon del sistema de grafos de Brujin en donde las secuencias con N’s
se descartan; posteriormente, las secuencias l-meros se superponen utilizando un marco de lectura
con una longitud k; posteriormente se realiza la lectura de errores antes de realizar la construccién
de los contigs, para esto el algoritmo elimina los vértices creados por errores de secuenciaciéon, por
altimo, se realiza la union de los contigs a través de la informacion pareada (Simpson et al., 2009;
Jackman et al., 2017).

Calidad de ensamblaje con QUAST

Luego de realizar un ensamblaje, es necesario evaluar la calidad de los resultados de cada
algoritmo utilizado. QUAST es una herramienta para evaluar métricas de calidad de ensamblaje
tales como: tamano de los contigs, lo que comprende el tamano de estos, la longitud del contig mas
largo, el total de bases en el ensamblaje y los valores Nz, que se refiere a la longitud del contig méas
largo de tal manera que es posible ensamblar un X % del genoma (Gurevich et al.,2013). Asimismo,
también es posible evaluar variaciones estructurales y errores de ensamblaje o misassemblies, en
donde se muestra el nimero de estos errores con base en la definiciéon de plataforma, la cual define
estos puntos como posiciones en los contigs en donde una regién se alinea sobre 1kb de la regién
proxima, o en su defecto, se solapan por una longitud mayor a 1kb (Gurevich et al.,2013; Mikheenko
et al., 2018). Por ultimo, también muestra métricas de representacion del genoma si se confiere un
archivo de referencia; en este se puede observar la fraccion del genoma, el rango de duplicacion,
el porcentaje GC y el ntumero de genes, tanto completos como secuencias parciales (Gurevich et
al.,2013).

Anotacion del genoma

Para poder realizar un estudio funcional del genoma se utilizan algoritmos para llevar a cabo
una anotaciéon computacional, esto se refiere al proceso de identificar caracteristicas de interés en
un archivo de ensamblaje para determinar regiones de secuencias codificantes, secuencias de RNAs
y secuencias de péptidos sefial (Richardson y Watson, 2012; Seeman, 2014). Uno de los programas
més usados ampliamente para anotar genomas de organismos procariotas es prokka, el cual es una
herramienta que permite llevar a cabo anotaciones automatizadas utilizando como tnico parametro
necesario el archivo del ensamblaje; cabe mencionar que este programa esté especializado en realizar
anotaciones de genomas ensamblados por algoritmos De novo (Seeman, 2014). Para realizar la
identificacion de estas caracteristicas, prokka utiliza diferentes herramientas realizar el escaneo del
genoma (Seeman, 2014); para determinar secuencias codificantes utiliza el programa desarrollado por
Hyatt. (2010) denominado Prodigal; para determinar secuencias de ARN ribosomal utiliza RNAmmer
(Lagesen et al., 2007); en el caso de secuencias de ARN de transferencia utiliza el programa de Laslett
& Canback (2004), Aragorn. Aismimo, también es capaz de identificar secuencias de péptido-senial
por signalP (Petersen et al., 2011) y secuencias no codificantes de ARN por el programa Infernal
(Kolbe y Eddy, 2011).

5.6 Ingenieria genética

La ingenierfa genética comprende las tecnologias que llevan a cabo una manipulaciéon de genes,
clonaciéon y produccién de sistemas recombinantes (Nicholl, 2002). Los avances en los ultimos
anos han permitido desarrollar tecnologias a base de biologia molecular para poder disenar y
ejecutar modificaciones genéticas con el proposito de estudiar mecanismos moleculares, aumentar
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las capacidades de un organismo o tratar alguna enfermedad (Thomason, 2014; Christou, 2013;
Kershaw et al., 2013). Las técnicas de ingenierfa genética han tomado un auge particular en la
biotecnologia debido a que ofrecen un gran potencial de desarrollar sistemas biologicos que puedan
producir o degradar compuestos de interés, por lo tanto, se estudian las rutas moleculares asociadas
a la produccién de la proteina o al proceso metabdlico puntual con el objetivo de aumentar las
capacidades (Duan et al., 2015).

Existen varias formas de realizar modificaciones genéticas las cuales aprovechan los principios de
procesos biolégicos para producir el fenotipo de interés (Nicholl, 2002). Por ejemplo, para el estudio
de secuencias especificas en células madre embrionarias existen estudios que evalian el efecto de la
presencia o ausencia de un gen particular a través de la recombinacion homologa (Lanigan et al.,
2020); la cual es un proceso celular en el cual se repara los dafios de doble hebra a través de un molde
para mantener la integridad genémica (San filipino et al., 2018). Dependiendo del gen que se desea
estudiar o de la modificacién que se desee realizar, es necesario evaluar el mejor método para llevar
a cabo el proceso. Es importante mencionar que existen varios tipos de modificaciones genéticas,
generalmente se resaltan tres: la insercion de una secuencia de ADN (Knock-in), la delecion de una
secuencia de ADN (Knock-out) y el reemplazo de una secuencia con un gen exogeno (Laningan et
al., 2020; Rezazade y Dehghani, 2022; Eisener-Dorman et al., 2009).

Una de las técnicas més utilizadas para edicién génica es a través del uso del sistema
CRISPR/Cas9 (Clustered regularly interspaced palindromic repeats), identificado por primera vez
en la cepa K12 de E. coli en 1987, no obstante, fue hasta en el ano 2005 que se evidencié realmente
cual podria ser su funcion (Koonin y Makarova, 2019). Las secuencias spacer dentro del loci de
CRISPR-cas de bacterias y arqueas surgieron debido a la infeccion de virus, las cuales le permiten
a estos microorganismos tener un tipo de memoria celular de infecciones previas. En este caso, se
reconoce las secuencias de ADN viral y las proteinas Cas inician la destrucciéon del material debido
a que son endonucleasas (Koonin y Makarova, 2019; Sontheimer y Barrangou, 2015).

Los mecanismos de CRIPSR/Cas9 son altamente diversos funcional y estructuralmente, estos
pueden ser categorizados principalmente en tres tipos (Hryhorowicz et al., 2017; Koonin et al.,
2017): los sistemas tipo I, sistemas tipo II y sistema tipo III. Los sistemas tipo I presentan una
funcién de endonucleasa y helicasa las cuales trabajan sincréonicamente para identificar y romper el
ADN (Sontheimer y Barrangou, 2015). Los sistemas tipo II son los mas utilizados en ediciéon génica
debido a que solo utilizan una endonucleasa conocida como proteina Cas9 la cual lleva a cabo la
identificacion y rotura del ADN (Mir et al., 2017). El sistema tipo III es capaz de identificar y
dirigirse a ADN y ARN, sin embargo, su mecanismo ain debe ser estudiado con més profundidad
(Sontheimer y Barrangou, 2015).

Los sistemas de CRISPR/Cas9 tipo II presentan tres diferentes subtipos; II-A, II-B, y II-C
basado en la ocurrencia y las secuencias de los genes den el loci de la proteina Cas (Mir et al., 2017;
Sontheimer y Barrangou, 2015). El primer subtipo, A, presenta el gen csn2 que codifica una proteina
involucrada en la adquisicién de nuevos espaciadores. El subtipo B posee el gen cas4 en lugar del
csn2, de los cuales ninguno esté codificado en los sistemas II-C. La mayoria de los sistemas tipo II
han sido ampliamente estudiados en S. thermophilus, S. pyogenes y N. meningitidis, en donde fue
posible caracterizan los motivos adyacentes protoespaciadores (PAM), que son pequenias secuencias
de ADN que son reconocidas por la Cas9 y se utiliza para indicar en donde debe de unirse y realizar
el corte o modificacion en la secuencia de ADN (figura 13) (Sontheimer & Barrangou, 2015; Mir et
al., 2017; Koonin et al., 2017).
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Figura 13
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Metodologia

6.1 Diseno, enfoque y tipo de investigaciéon

El diseio experimental de la presente investigacion es de caracter cuasi experimental
aleatorizado ya que se esta evaluando la salud del suelo y la presencia de genes de rutas promotoras
de crecimiento. La variable independiente es la cepa de bacteria analizada.

6.2 Poblacién y muestra

Las muestras bacterianas del suelo de cultivo de cana de aztcar fueron recolectadas por
la tesista Valeria Ochoa. El procedimiento de recolecta y aislamiento de bacterias se presenta
en el trabajo “Anélisis del microbioma bacteriano de suelos utilizados para el cultivo de cana de
azucar, Saccharum officinarum, en Guatemala mediante metagenémica del gen 16S ARN ribosomal
y caracterizacion de las bacterias promotores del crecimiento que se encuentran en ellos”. En la
presente investigacion los sujetos de estudio son las bacterias aisladas y seleccionadas.

6.3 Variables

Cuadro 1
Definicion de las variables de investigacion

Variable Definicion Tipo Unidades de medicion
Presencia o ausencia del gen Presencia del gen Cualitativa Si/No

dentro del genoma

bacteriano
Nombre del gen Gen de interés Cualitativa -

para promocion
del crecimiento

Nota. Elaboracion propia

30
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6.4 Hipobtesis

6.4.1 Hipotesis nula

La caracterizacién genémica de bacterias de suelo de cultivo de cana de azticar permitira
estudiar rutas promotoras del crecimiento vegetal para el desarrollo de un sistema de ediciéon génica
a través de CRISPR/Cas9.

6.4.2 Hipdtesis alternativa

La caracterizacion genémica de bacterias de suelo de cultivo de cana de azticar no presentara
informacion relevante para el desarrollo de in sistema de edicion génica a través de CRISPR/Cas9
para aumentar sus capacidades promotoras de crecimiento vegetal.

6.5 Metodologia

6.5.1 PCR de colonia del gen 16S

Se inoculard una colonia de cada bacteria en un microtubo de 0.2 mL utilizando un asa
estéril. Posteriormente, debe de incubarse a 90°C por 10 minutos para irrumpir con la integridad de
la pared y membrana. Posteriormente se realizara el Master miz utilizando el buffer 2x GoTaq®) Hot
Start colorless Master miz de PROMEGA. Se realizard una receta con un volumen final de 15 ulL
por reaccion utilizando el Buffer mencionado anteriormente, agua de grado molecular y los primers
de amplificacién estandar del gen 16s, 27f y 1492r; los componentes de reaccién se muestran a
continuacion:

Cuadro 2
Receta para la amplificacion del gen 165 por PCR de colonia

Volumen agregado

Componentes Concentracion inicial Concentraciéon final

(nL)
Buffer 2x GoTaq®) 2x 1x 7.5
Primer 27f 10 nM 1.5 tM 1
Primer 1492r 10 nM 1.5 nM 1
H20 - - 5.5

Nota. Elaboracion propia

La amplificacion del gen se realizara utilizando el equipo PTC-100TM Programmable thermal
Controller MJ Research Inc. Utilizando la siguiente configuracién:
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Cuadro 3

Condiciones de amplificacion de 16S para PCR de colonia
Etapa Temperatura (°C) Tiempo (min) Ciclos
Desnaturalizacion inicial 95 5:00 1
Desnaturalizacion 95 0:4
Alineamiento 53 0:4 30
Extension 72 1:5
Extension final 72 15:00 1
Almacenamiento 4 indefinido 1

Nota. Elaboracion propia

Los productos de PCR. seran visualizados a través de electroforesis en gel a 1%, utilizando
Buffer TBE 1x, el marcador molecular TrackIt™ 100 bp DNA Ladder de ThermoFischer y GelRed
Nucleic Acid Stain 1000x DMSO de SigmaAldrich a un voltaje de 100v.

6.5.2 Extraccion de ADN de bacterias

primero se inoculard una colonia de bacteria en un microtubo de 1.5 mL con 1000 pL de
caldo LB y se dejara un ON a 37°C con una agitacion a 150 rpm. Para la extraccion de ADN de
bacterias se utilizaréa el protocolo de extraccion de ADN de cultivos bacterianos en suspension del
kit QIAmp® DNA Mini and Blood Mini Handbook de QIAGEN utilizando los pasos para obtener
ADN genoémico no libre de ARN.

6.5.3 Amplificaciéon del gen 16S

Para la amplificacion del gen, primero se normalizara la concentracion del ADN extraido de
todas las muestras a 50 ng/uL. Posteriormente se utilizara el buffer 2x GoTaq® Hot Start colorless
Master miz de PROMEGA, agua de grado molecular y los primers 27f y 1492r. los componentes
de reaccién se muestran a continuaciéon:

Cuadro 4
Receta para amplificacion de 16S

Volumen agregado

Componentes Concentracioén inicial Concentracion final

(nL)
Buffer 2x GoTaq®) 2x 1x 7.5
Primer 27f 10 pM 1.5 pM 1
Primer 1492r 10 nM 1.5 nM 1
ADN 50 ng/mL 100 ng 2
H20 - - 3.5

Nota. Elaboracion propia

La amplificaciéon del gel se realizara utilizando el equipo PTC-100TM Programmable thermal
Controller MJ Research Inc. Utilizando la siguiente configuracion:
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Cuadro 5

Condiciones de amplificacion de 16S
Etapa Temperatura (°C) Tiempo (min) Ciclos
Desnaturalizacion inicial 95 5:00 1
Desnaturalizacion 95 0:4
Alineamiento 53 0:4 30
Extension 72 1:5
Extension final 72 15:00 1
Almacenamiento 4 indefinido 1

Nota. Elaboracion propia

Los productos de PCR. seran visualizados a través de electroforesis en gel a 1%, utilizando
Buffer TBE 1x, el marcador molecular TrackIt™ 100 bp DNA Ladder de ThermoFischer y GelRed
Nucleic Acid Stain 1000x DMSO de SigmaAldrich a un voltaje de 100v.

6.5.4 Amplificaciéon del gen nifH

Para realizar la amplificacion del gen nifH, de igual manera se realiz6 una normalizacion de
la concentracion de ADN extraido a 50 ng/uL. Se realizé una reaccion de 15 ul utilizando el buffer
2x GoTaq® Hot Start colorless Master miz de PROMEGA, agua de grado molecular y los primers
descritos en el SOP de amplificacion de nifH realizado por Ochoa, (2022) (ver anexos).

6.5.5 Secuenciacion del gen 16S

Previo a la secuenciacion del gen se determinara la concentracién del producto de PCR
a través de espectrofotometria UV /Visible utilizando el equipo NanoDrop One/One Microvolume
UV/Vis de ThermoFischer Scientific. La secuenciacion se realizara a través de Macrogen Inc. Online
Sequencing order System para el amplicon de 16s en una sola direccién. Los resultados retornados
son un archivo FASTA con el resultado de la secuenciacion y su respectivo cromatograma.

6.5.6 Identificacion de la especie bacteriana

Para la identificacion de la especie bacteriana se utilizardan dos métodos para realizar una
referencia cruzada. Se utilizara la herramienta Nucleotide BLAST para hacer un alineamiento de los
FASTA de cada bacteria; asimismo, se realizara una busqueda utilizando la herramienta SILVAngs
para analisis de genes de ARN ribosomal de la base de datos de SILVA. Se anot6 las especies més
probables a base del Valor E, el porcentaje de identidad, la cobertura y los puntajes totales.

6.5.7 Seleccion de bacterias candidatas

Se evaluara el potencial de las bacterias con base en sus capacidades bioquimicas, dichas
capacidades fueron determinadas en un estudio previo segin (Ochoa, 2022). Las caracteristicas son
las siguientes: Fijacion de nitrégeno, solubilizacion de fosfatos, solubilizaciéon de potasio, produccién
de ACC deaminasa, produccion de proteasas, solubilizacion de silicatos, productores de sideroforos,
producciéon de lipasas, producciéon de acido indol acético, producciéon de quinasas y produccién
gluconasas. Se seleccionara las bacterias que fueron positivas para la mayoria de las pruebas.
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6.5.8 Secuenciacion de genoma completo

El procedimiento de preparacion para realizar la secuenciacion de genoma completo (WGS)
se llevara a cabo utilizando el kit lllumina DNA Prep Reference Guide. Previo a la secuenciacion,
se realizara una extraccion de ADN como fue descrito previamente.

Preparacion de bibliotecas genoémicas

Para la preparacion de bibliotecas pes necesario primero realizar la tagmentacion del ADN
gendmico, luego es necesario llevar a cabo una limpieza post-tagmentacion para posteriormente
amplificar el ADN. Por tltimo, se realizara un gel de electroforesis de agarosa 1x para visualizar que
la preparaciéon se ha llevado a cabo correctamente y poder calcular la molaridad. El procedimiento
detallado se encuentra en la secciéon de anexos.

Purificacién y secuenciacion de bibliotecas

Luego de realizar la preparaciéon de bibliotecas es necesario llevar a cabo una limpieza con
el proposito de purificar las bibliotecas y que las lecturas sean apropiadas. Por tltimo, debe de
prepararse el pool de las bibliotecas; para esto, se cuantificaré la concentracion de ADN y realizar
los célculos para tener una concentracién de 2 M por cada una de las muestras. La secuenciaciéon se
llevé a cabo utilizando el equipo iSeq 100 System de Illumina.

6.5.9 Analisis bioinformatico

Para realizar el anélisis de las secuencias, el ensamblaje del genoma y los analisis
computacionales se utilizard una laptop Dell con un sistema operativo Windows 10 Pro 64-bit,
un procesador Intel®) Core™ i5-1135G7 de 11va generacion con 8 nucleos (8 CPU’s) y una memoria
RAM de 8192 MB. Se utilizara el susbsistema de Linux para windows (WSL) a través del sistema
operativo de Linux Ubuntu 20.4 LTS. Adicionalmente, para el manejo de ciertos paquetes, se instalara
en Ubuntu 20.04, Anaconda version 1.9.0. Siguiendo el siguiente pipeline:

- root@name sudo apt-get update

- root@name wget https://repo.anaconda.com/archive/Anaconda3-2021.11-Linux-x86 64.sh
- root@name sha256sum Anaconda3-2021.11-Linux-x86 64.sh

- root@name bash Anaconda3-2021.11-Linux-x86 64.sh

- root@name source 7.bashrc

Para los paquetes que se usaran a través de Anaconda se recomienda sobremanera crear un
ambiente individual para cada uno, con el propésito que no exista conflicto por las versiones de las
dependencias.
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Figura 14
Metodologia general de secuenciacion y andlisis bioinformdtico
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Nota. Elaboracion propia

Evaluacién de calidad de secuencia

Los archivos retornados por el secuenciador iSeq 100 System son dos archivos por muestra,
debido a que son lecturas en dos direcciones, en un formato FASTQ. Para poder evaluar la calidad
de las secuencias crudas de la secuenciacién se utilizara el paquete FASTQC para obtener un reporte
con estadisticas que permite evaluar su calidad para el ensamblaje del genoma. FASTQC se instalara
en Ubuntu 20.4 LTS utilizando el siguiente comando:

- root@name sudo apt-get update

- root@name sudo apt -y install fastqc Para ejecutar el programa se utilizara el siguiente
comando:

- root@name fastqc NombreArchivoFoward.fastq.gz NombreArchivoReverse.fastq.gz

Este comando retorna un reporte con varias estadisticas para realizar el analisis.

Identificacion con DragenMetagenomics

Para comenzar a determinar con mayor confianza la taxonomia de las bacterias que se
estaban estudiando, con el propdsito de confirmar el resultado de la secuenciacion del gen 16s. Se
realizaré una clasificacion utilizando la aplicacién DragenMetagenomics en la pagina para andlisis
BaseSpace de Illumina. Los archivos de entrada por cada bacteria son ambos archivos FASTQ.gz
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bajo los parametros siguientes:
- Base de datos de referencia: Eztended kraken2
- Referencia: No aplica
- Dehosting: Si aplica
- Identificador del organismo: Bacteria

El programa retorna un arreglo de varios archivos para la determinaciéon del origen de la
bacteria en cuestion.

Corte de secuencias no aptas para el ensamblaje

Para las secuencias cuya calidad no sea 6ptima, se realizara un recorte de las secuencias no
aptas utilizando el paquete Trimmomatic para anaconda. La instalacion se realizara de la siguiente
manera:

- root@name conda create —name TrimmomaticEnv

- root@name conda activate TrimmomaticEnv

- root@name conda install -¢ bioconda trimmomatic

Para la ejecucion del programa se utilizara el siguiente comando:

- root@name trimmomatic PE -phred33 NombreArchivoFowardInput.fastq.gz
NombreArchivoReverseInput.fastq.gz NombreArchivoForwardOutputCortado.fastq.gz
NombreArchivoForwardOutputU.fastq.gz NombreArchivoForwardOutputCortado.fastq.gz
NombreArchivoForwardOutputU.fastq.gz SLIDINGWINDOW:4:28 MINLEN:36

El programa retorna dos archivos de salida por cada uno de los archivos FASTQ.gz. Se
utiliza el archivo recortado para evaluar su calidad utilizando el paquete FASTQC.

Ensamblaje de genoma

Con el proposito de obtener el mejor ensamblaje posible, se utilizaran tres algoritmos
distintos para el ensamblaje De Nowvo. Se utilizara velvet, SPAdes y AbySS.

Primer ensamblaje: Para el primer ensamblaje, se utilizara la aplicacion Velvet de novo Assembly
de la pagina BaseSpace de Illumina. Para este programa, los archivos de entrada son ambos archivos
FASTQ.gz de cada muestra. El programa retorna un arreglo de archivos reporteros del proceso de
ensamblaje, los archivos FASTA resultados del ensamblaje y un analisis de calidad.

Segundo ensamblaje: Para el segundo ensamblaje, se utilizo el algoritmo SPAdes versiéon 3.13.1
utilizando como archivo de entrada las secuencias FASTQ.gz cortadas por Trimmomatic. Para la
instalacion del programa se ejecutaran los siguientes comandos:

- root@name sudo apt-get update
- root@name sudo apt-get -y install spades

Para ejecutar el programa y realizar el ensamblaje se utilizaré el siguiente comando:
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- root@name spades.py -1 NombreArchivoForwardCortado.fastq.gz -2
NombreArchivoReverse Cortado.fastq.gz -o DireccionDeSalida

El programa retorna los archivos generados para realizar el ensamblaje, para evaluar la
calidad y los archivos FASTA de los contigs y los scaffolds.

Tercer ensamblaje: Para el tercer algoritmo que se utilizaré, es necesario proveer el kmero 6ptimo
para llevar a cabo del ensamblaje. Para esto, se utilizara el paquete Kmergenie, el cual se instalara
con el siguiente comando:

- root@name conda create -name KmergenieEnv

- root@name conda activate KmergenieEnv

- root@name conda install -c bioconda kmergenie

Para la ejecuciéon del programa se utilizaré el siguiente comando:
- root@name kmergenie NombreArchivotCortado.fastq.gz

El programa kmergenie retorna una serie de archivos en donde se evalta la longitud 6ptima
de cada kmero, mostrando los archivos de normalidad y un reporte final en donde se indica el valor
6ptimo recomendado.

Para la ejecucion del ensamblaje se utilizé el programa AbySS version 4.2.1, este fue instalado
de la siguiente manera:

- root@name sudo apt-get update - root@name sudo apt-get -y install abyss
El comando para ejecturar el ensamblaje de AbySS debe ser de la siguiente manera:

- root@name abyss-pe k=KmerOptimo name=Nombre
in="NombreArchivoForwardCortado.fastq.gz NombreArchivoReverseCortado.fastq.gz’

El comando genera una lista de archivos de salida para evaluar el proceso de ensamblaje,
asimismo, se retornan los FASTA para los archivos contigs y scaffolds.

Evaluacién de la calidad de ensamblaje

Para evaluar la calidad de ensamblaje se utilizara el paquete QUAST version 5.2.0, el cual
retorna una serie de archivos, entre ellos un reporte donde se muestran varias estadisticas relevantes,
tales como el namero de contigs, scaffolds, N50, tamanio del ensamblaje y entre otras. Para instalar
el paquete se ejecutara el siguiente comando:

- root@name sudo apt-get update
- root@name pip3 install quast
Para la ejecucion del programa se seguiré el siguiente comando:

- root@name quast.py contigsl.fasta scaffoldsi.fasta (...) contigsN.fasta scaffoldsN.fasta
-0 DireccionSalida

En el programa QUAST, se puede cargar mas de un archivo de contigs y scaffolds por
ensamblaje para mostrar las estadisticas y realizar una comparacién de todos los archivos. Se
retornan varios elementos, entre ellos un HTLM en donde se muestran tablas y graficos sobre las
estadisticas del ensamblaje.
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Determinacion del genoma de referencia GTDB-Tk

Para la confirmaciéon del genoma de referencia, se utilizara el paquete GTDB-tk version, el
cual usa el ensamblaje. Para emplear este paquete, se utilizaré la laptop debido a que es necesario
instalar las bases de datos para realizar los alineamientos. Para la instalaciéon se ejecutara el siguiente
comando:

- root@name conda create -name gtdbtkEnv
- root@name conda activate gtdbtkEnv

- root@name conda install -¢ bioconda gtdbtk
- root@name download-db.sh

Posteriormente, se realizara la ejecucién del programa para la clasificacion de la siguiente
manera:

- root@name gtdbtk classify wf —genome dir direccionGenoma —out _dir direccionSalida
—cpus 12 — mash _db direccionMashDB —prefix nombre —extension fasta

Este comando retorna una serie de archivos que muestran el porcentaje de similitud con el
mejor genoma de referencia. Asimismo, se realizara una indentificacion de marcadores genéticos de
la bacteria con el siguiente comando:

- root@name gtdbtk identify —genome dir direccionGenoma —out_dir direccionSalida
—cpus 12 — mash _db direccionMashDB —prefix nombre —extension fasta

Se retornan varios archivos de genes marcadores identificados con la base de datos.

Evaluacion de calidad con genoma de referencia fastANT

Para evaluar la similitud del genoma de referencia con el ensamblaje, se utilizara el paquete
FastANI Ipara obtener un grado de similitud y una comparacion visual de regiones conservadas
evolutivamente. Se instalara de la siguiente manera:

- root@name conda create —name fast ANIenv

- root@name conda activate fastANIenv

- root@name conda install -c¢ bioconda fastani

Para el alineamiento y la obtencién del archivo visual se ejecutara el siguiente comando:

- root@name fastANI -q ensamblajefasta -r genomaReferencia.fasta —visualize -o
NombreSalida

Este comando retorna dos archivos; uno de texto con el porcentaje de similitud y un archivo
.VISUAL para realizar el diagrama usando python o R. Se utilizara python usando el codigo proveido
en anexos. Se utilizara el siguiente comando:

- root@name python visualize.py ensamblaje.fasta genomaReferencia.fasta archivo.visual
nombreSalida.png

Este comando retorna un archivo .png donde se puede observar la comparacién de ambos
archivos y sus regiones conservadas.
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Correcion de ensamblaje ragtag

Luego de obtener el genoma de referencia, se utilizard Ragtaq, un paquete que permite
realizar ordenamientos del ensamblaje en base a un genoma de referencia para mejorar la calidad.
Se instalara de la siguiente manera:

- root@name conda create —name ragtagknv
- root@name conda activate ragtag Env
- root@name conda install -c bioconda ragtag

Para ejecutar el paquete se utilizara el siguiente comando, donde es necesario el método de
reordenamiento, el genoma de referencia y el genoma ensamblado:

- root@name ragtag.py correct GenomaReferencia.fasta ensamblaje.fasta

Se obtienen varios archivos de los ensamblajes ordenados segin el genoma de referencia.

Anotacion de genoma prokka

Para la anotacion del genoma se utilizara la aplicacion Prokka genome Annotation de la
pégina para analisis BaseSpace de Illumina. El archivo de entrada es el ensamblaje final y se utilizara
el ID “BS”. El programa retorna varios formatos con informacion relevante para analisis tales como
informacién de los genes y proteinas dentro del genoma.

Determinaciéon de genes asociados a las rutas de interés en cada bacteria

Primero se generara un listado de los genes involucrados en las rutas de interés en cada uno
de los géneros de las especies bacterianas analizadas. Para esto, primero se realizara una busqueda
en la literatura donde se reporte la presencia de genes en KEGG y en la literatura. Se generara un
listado de los genes reportados con sus respectivos codigos de acceso de “GenBank”.

Posteriormente, se realizara la identificacién de los genes reportados a través del archivo
GFF generado por el programa prokka de forma manual. Se buscara el gen por su nombre y codigo
para construir un cuadro de presencia o ausencia de genes.

6.5.10 Desarrollo de mecanismo de mejoramiento por ingenieria genética
Diseno de plasmidos para la transformacién bacteriana

Se realizara una buisqueda de plasmidos inducibles por compuestos que no afecten la salud
del suelo para poder proponer una transformaciéon bacteriana para mejorar la fijacién de nitrogeno.
Se buscara un plasmido con un gen reportero y resistencia para poder realizar la seleccion de las
bacterias transformantes. Asimismo, se agregara la secuencia reguladora y la secuencia promotora
para poder mediar la induccién del gen que se desea clonar. Se deberé considerar secuencias consenso
para el origen de replicacién, asi como secuencias asociadas a una mejor permanencia del plasmido
en la bacteria.
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Diseno para KO del gen nifL a través de CRISPR/Cas9

Se realizara un alineamiento multisecuencia de los genes nifL anotados en la base de datos de
NCBI, para identificar regiones conservadas en el gen entre distintas especies. Se realizard un disefio
de un ARN guia para llevar a cabo el KO de la bacteria. Para esto, se utilizaré la herramienta de
disennio de gRNA en Benchling. Se elegiréa el genoma de referencia Bacillus subtilis con el codigo de
acceso GCA 000009045.1 y se escogera la secuencia PAM “NGG” para la endonucleasa SpCas9.
Debido a lo que se desea realizar es un KO, se elegirad un intervalo entre 100-250 nucleotidos de la
secuencia para el diseno del gRNA. Por iltimo, se evaluara el resultado en base del sitio de corte, el
sentido del gRNA, y los puntajes on/off-target, los cuales permiten analizar la eficacia del KO y la
probabilidad de cortes inespecificos respectivamente.
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Resultados

7.1 Identificaciéon de cepas bacterianas por 16S rRNA

Los resultados de secuenciacion del gen 165 permitieron identificar las especies aisladas de
bacterias de suelo de cultivo de cana de azucar.

Figura 15
Abundancia de géneros en suelo de Saccharum officinarum
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Como puede verse en la figura 15, existe una gran diversidad caracterizada en el suelo. Se
identificaron 22 géneros distintos de los cuales Bacillus y Pseudomonas son los que tienen mayor
nimero de especies representantes.

7.2 Seleccion de bacterias para la secuenciaciéon de genoma completo (WGS)

Posterior a la identificacién a través de secuenciaciéon del gen de la subunidad del ARN
ribosomal 168, se utilizo la informacion descrita por Ochoa, V. (2022) para escoger cuales bacterias se
utilizarian para la secuenciacion. Se tomd en cuenta las siguientes caracteristicas: 1. AD: Produccion
de ACC deaminasa; 2. FN: Capacidad de fijar nitrogeno; 3. GL: Produccion de gluconasas; 4. TAA:
Produccion de acido-indol-3-acético; 5. LP: Produccién de lipasas; 6. PR: Produccién de pirrolnitrina;
7. Q: Produccion de quitinasas; 8. SD: Produccion de siderdforos; 9. Capacidad de solubilizacion
de fosfatos; 10. SI: Producciéon de silicatos y 10. SP: Solubilizacion de potasio. En base a estas
caracteristicas, se escogio dentro de 222 bacterias aquellas que poseian la mayor cantidad de estas.

Cuadro 6
Bacterias candidatas con capacidad de promover crecimiento vegetal

Caracteristicas
AD FN GLL TAA IP PN PR Q SD SF SI SP

Especie

1AB11
1AP23
2MO6
2MO7
2MO12
2MO14
4MO3
2AP13
2AP16
2APY

Nota. Elaboracion propia

En el cuadro 6, se puede evidenciar que todas las bacterias seleccionadas tenian la capacidad
de fijar nitrégeno, solubilizar potasio y fosfatos, producir sideréforos para quelar metales, sintetizar
pirrolnitrina para el control potencial de patogenos fungicos, y producir fitohormonas como la
ACC desaminasa y acido-indol-3-acético. Solamente la bacteria 1AP23 se caracterizd por producir
quitinasas. Por el otro lado, cinco bacterias presentaron la capacidad de producir gluconasas. Cabe
mencionar que, debido al enfoque del estudio, se priorizo la capacidad de fijar nitrégeno sobre las
demas caracteristicas promotoras del crecimiento de plantas.
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Figura 16
Amplificacion de nifH de las bacterias seleccionadas

1AB11  1AB21 1AP23 2MO6 2MO7 2MO12 2MO14 4MO3  2AP13  2AP16  2AP9 2AP12  Creg

- -

Nota. Elaboracion propia

Para evaluar a mayor profundidad la capacidad fijadora de nitréogeno de las bacterias
seleccionadas, se prosiguié a realizar una PCR del gen nifH, el cual codifica para la nitrogenasa
del complejo de fijacion. Como se menciona en la seccion de metodologia, se utilizo cebadores
degenerados debido a que se ha caracterizado que dentro de este gen existe una alta variabilidad
(Coelho et al., 2009). La prueba evidencié que, de las 12 bacterias seleccionadas, solamente cuatro
de ellas no fueron positivas para la identificacion del gen (ver figura 16). Es importante mencionar
que no fueron descartadas debido a que diversos estudios han determinado que existen otros genes
caracterizados para la fijacion de nitrogeno, particularmente los genes vnf y anf, ademas las pruebas
bioquimicas realizadas por Ochoa, (2022) evidenciaron que si eran capaces de fijar nitrogeno.

7.3 Analisis bioinformatico de WGS de bacterias

Las doce bacterias seleccionadas fueron secuenciadas a través de secuenciacién de nueva
generacion (NGS) a través de Ilumina. Se obtuvo para cada una de las muestras dos archivos
fastq.gz de las lecturas en ambas direcciones. Los analisis de calidad determinados por el programa
fastQC reflejaron que los resultados de las secuencias fueron satisfactorios. No obstante, previo a
proseguir con los anélisis superiores, se descarté dos muestras, las cepas 1AB21 y 2AP12, debido a
que presentaron contaminacién por ADN de otra muestra. Los cuadros de resultados del analisis de
calidad generados por Fuast@QC presentan tres colores; verde si el pardmetro evaluado fue exitoso,
naranja si hay alguna alerta y rojo, en el caso de no haber cumplido con los requerimientos del
parametro.
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Cuadro 7
Calidad de secuencias crudas caracterizadas por fastQC

1AB11 1AP23 2MO6 2MO7 2MO12

Parametros de calidad

R1 R2 R1 R2 R1 R2 R1 R2 Rl R2

Estadisiticas basicas

Calidad de secuencia base

Calidad de secuencia per file
Puntuacién de calidad por secuencia
contenido de base por secuencia
Contenido de GC por secuencia
Contenido de bases N

Distribucion de longitud de secuencia
Niveles de duplicacion de secuencia
Secuencias sobrerrepresentadas
Contenido de adaptadores

2MO14 4MO3 2AP13 2AP16 2AP12
R1 R2 R1 R2 R1 R2 R1 R2 R1 R2

Parametros de calidad

Estadisiticas basicas

Calidad de secuencia base

Calidad de secuencia per file
Puntuacion de calidad por secuencia
contenido de base por secuencia
Contenido de GC por secuencia
Contenido de bases N

Distribucion de longitud de secuencia
Niveles de duplicacion de secuencia
Secuencias sobrerrepresentadas
Contenido de adaptadores

Nota. Elaboracion propia

Los analisis de calidad de las secuencias crudas muestran que todas, a excepcién de R2 de
la muestra 1AB11, presentaron una buena calidad bajo los parametros de las estadisticas basicas,
la calidad de secuencia base y la calidad de secuencia per-tile. Por el otro lado, todas las secuencias
no cumplieron con los requerimientos para el parametro de contenido de base por secuencia, esto
se debe a que generalmente existe una inclinaciéon dependiendo de la preparaciéon de las bibliotecas
genomicas (sato et al, 2019). Asimismo, todas las muestras reflejaron tener alerta o fallo en el
parametro GC por secuencia, esto esta asociado a las secuencias sobrerrepresentadas (Schwartz et
al., 2010), por lo que este parametro también mostré una alerta.

Las alertas y fallos en los parametros de calidad indican que la realizacién de un ensamblaje
puede llevar a errores en la metodologia (Chen et al., 2017), asimismo, se podria obtener un resultado
erréneo, por lo tanto, las secuencias fueron procesadas con el paquete trimmomatic para cortar
regiones de las secuencias que general errores en el analisis.
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Cuadro 8
Calidad de secuencias filtradas por Trimmomatic

1AB11 1AP23 2MO6 2MO7 2MO12

Parametros de calidad

R1 R2 Rl R2 R1 R2 R1 R2 R1 R2

Estadisiticas basicas

Calidad de secuencia base

Calidad de secuencia per tile
Puntuacion de calidad por secuencia
contenido de base por secuencia
Contenido de GC por secuencia
Contenido de bases N

Distribucion de longitud de secuencial
Niveles de duplicacion de secuencia
Secuencias sobrerrepresentadas
Contenido de adaptadores

2MO14 4MO3 2AP13 2AP16 2AP12
R1 R2 RI R2 R1 R2 R1 R2 R1 R2

Parametros de calidad

Estadisiticas basicas

Calidad de secuencia base

Calidad de secuencia per file
Puntuacion de calidad por secuencia
contenido de base por secuencia
Contenido de GC por secuencia
Contenido de bases N

Distribucion de longitud de secuencia
Niveles de duplicacion de secuencia
Secuencias sobrerrepresentadas
Contenido de adaptadores

Nota. Elaboracion propia

La calidad analizada posterior al realizar el procesamiento mostré que fue posible mejorar
los parametros de secuencias sobrerrepresentadas (a excepcion de R2 de la muestra 2AP12) y en
algunos casos el contenido de GC por secuencia. No obstante, no fue posible mejorar la calidad
en base al contenido de base por secuencia, ya que como se mencion6é anteriormente, existe una
tendencia a generar este error por preparaciéon de las bibliotecas, particularmente en el proceso de
tagmentacion.

Las secuencias procesadas fueron utilizadas posteriormente para realizar el ensamblaje del
genoma. Se utilizé tres algoritmos De novo: Abyss, SPAdes y velvet, para evaluar y seleccionar el
mejor ensamblaje para el analisis del genoma. Para evaluar la calidad de los ensamblajes se utiliza
el programa Quast que calcula los siguientes parametros de calidad: 1. El namero de scaffolds, 2. La
longitud total del genoma ensamblado, 3. La longitud del scaffold requerida de tal manera que el
uso de scaffolds del mismo tamano o mayor puede producir el 50 % del ensamblaje (N50), 4. N90,
5. El ntmero minimo de scaffolds requeridos para producir al menos el 50 % del ensamblaje (L50),
6. LI0 y porcentaje de GC.
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Cuadro 9

Calidad de los ensamblajes con ABySS

Muestras Parametros de calidad de ensamblaje
# de Scaffolds Longitud total N50 N90 L50 L90 % GC

1AB11 36 5,094,644 320,277 101,338 6 18 35.26
1AP23 157 4,782,408 75,179 19,016 22 66 62.72
2MO6 706 6,438,959 18,644 4,574 100 354 60.44
2MO7 191 6,634,750 102,918 23,058 22 80 60.44
2MO12 1,406 3,844,299 3,914 1,251 299 965 43.60
2MO14 171 6,590,341 107,597 27,744 19 64 60.48
4MO3 52 3,738,673 114,672 38,529 9 29 39.02
2AP13 1,719 6,097,550 5,108 1,707 358 1,142  60.34
2AP16 1,188 6,221,030 8,408 2,633 216 742 60.35
2AP12 35 3,969,172 296,750 74,341 5 17 38.62

Nota. Elaboracion propia

Los ensamblajes generados por AbySS presentan generalmente un ntimero de scaffolds mas
elevado que SPAdes y welvet. Asimismo, se puede observar en los cuadros, particularmente en
base al parametro L50, que, en algunas muestras, es necesario utilizar 100 o més scaffolds para

poder completar el 50 % del genoma. Estos parametros, junto a N50, reflejan que existe

una gran

fragmentacion en los ensamblajes. Sin embargo, particularmente las muestras 1AB11 y 1 AP23
usando este algoritmo presentaron un menor niimero de scaffolds que los ensamblajes con el algoritmo

SPAdes. Lo que podria indicar que el genoma se encuentra mas integro.

Cuadro 10
Calidad de los ensamblajes con Velvet

Parametros de calidad de ensamblaje

Muestras —z 7 g Holds Tongitud total N50  N90 L50 TL90 % GC
1AB11 36 5,004,644 320,277 101,338 6 18 3526
1AP23 157 4,782,408 75,179 19,016 22 66 6272
2MO6 706 6,438,959 18,644 4574 100 354  60.44
2MO7 191 6,634,750 102,018 23,058 22 80  60.44
2MO12 1,406 3,844,299 3914 1,251 299 965  43.60
2MO14 171 6,590,341 107,597 27,744 19 64  60.48
4MO3 52 3,738,673 114,672 38529 9 20 39.02
2AP13 1,719 6,097,550 5108 1,707 358 1,142  60.34
2AP16 1,188 6,221,030 8,408 2,633 216 742  60.35
2AP12 35 3,969,172 296,750 74,341 5 17 38.62

Nota. Elaboracion propia

En el caso de la calidad de los ensamblajes con el algoritmo velvet, se puede evidenciar que, a
grandes rasgos, presenta mejores resultados que ABySS para todas las muestras. Presenta un menor
numero de scaffolds, una menor cantidad de ellos para completar 50 % del ensamblaje e incluso una

mayor longitud, lo que sugiere que presenta un ensamblaje mas con menos fragmentacion.
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Cuadro 11
Calidad de los ensamblajes con SPAdes

Parametros de calidad de ensamblaje

Muestras — 7 o Holds Tongitud total N50  N90 L50 L90 % GC
TABIT 118 5233367 058022 203949 3 7 35.61
1AP23 2,394 6.757.699 233377 702 9 1250  60.91
2MO6 73 6.650.351  191.680 64337 12 32 60.44
2MO7 7 6.649.612 225699 69783 10 28  60.44
2MO12 789 4,063,197 0045 2,323 136 482  43.54
2MO14 86 6.643.631 231,957 69,783 10 27 60.45
AMO3 27 3607400 358776 89.098 5 12 38.92
2AP13 344 6,336,386 30392 9260 59 201  60.34
2AP16 150 6,347,709 74900 20579 29 84 60.34
2AP12 19 3065519 405435 191160 2 8  38.61

Nota. Elaboracion propia

Por ultimo, SPAdes fue el algoritmo que gener6 mejores resultados. La mayoria de los
ensamblajes tienen el menor nimero de Scaffolds utilizando este algoritmo en comparacion con los
otros dos. Ademas, todas las muestras (menos la 1AP23) necesitaron un menor namero de scaffolds
para ensamblar el 50% (L50) y la longitud de estos era mayor (N50). Asimismo, es importante
resaltar que todos los ensamblajes con SPAdes resultaron en una longitud de ensamblaje mayor.

Posterior a realizar la comparaciéon de los tres ensamblajes, se seleccion6 el mejor ensamblaje
para cada muestra basado principalmente en los resultados con menos fragmentacion, para poder
realizar de mejor manera los alineamientos, y por ende, obtener mejores resultados en la anotacion
del genoma a través de prokka. Sin embargo, previo a esto, se determind el genoma de referencia
méas apropiado utilizando el paquete GTDB-Tk (descrito en la seccion de metodologia) a través de
alineamientos utilizando el método de clasificacion FastANI. Con este resultado, se puede obtener
con mayor certeza la especie bacteriana de la muestra.

Los resultados de GTDB-Tk (ver cuadro 12) muestran el indice de similitud calculado con
FastANI, la clasificacion realizada por este, en el cual se muestra el dominio, el filo, la clase, orden,
familia, género y la especie determinada (de ser el caso). Asimismo, se muestra el radio de referencia
en el cual fue determinada la mejor clasificacion.

Los resultados de GTDB-Tk permitieron identificar de mejor manera el género y especie
de las cepas seleccionadas: Bacillus tropicus (1AB11), Pseudomonas sp (1AP23), Pseudomonas
paraglycinae (2MOG6, 2MO7 y 2MO14), Bacillus subtilis (2MO12), Acinetobacter baumannii (4AMO2),
Pseudomonas canadensis (2AP13 y 2AP16) y Acinetobacter sp (2AP12). Por lo tanto, las muestras
2MO6, 2MO7 y 2MO14 comparten un genoma de referencia, P. paraglycinae. Asimismo, las muestras
2AP13 y 2AP16 comparten P. canadensis como genoma de referencia. Posteriormente, se realizo la
anotacion del ensamblaje del genoma utilizando el algoritmo Prokka, en el cual se obtuvieron varios
archivos con todos los genes codificantes caracterizados. Se utilizo el archivo con extension GFF para
determinar los genes de las caracteristicas de interés.
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Cuadro 12
Determinacion de genoma de referencia por GTDB-Tk

48

Radio de

Muestra Clasificacion Referencia de referencia de Taxonomia de fastANT fastANI_ani fastANI_af mplmdn dp Cobertura (%)
fastANT - - clasificacion
fastANT
d_ Bacteria;p_ Bacillota;c_ Bacilliio B GCF 00188403 d_ Bacteria;p_ Bacillota;c_ Bacilliio
1ABI11 acillales:f_Bacillaceae_G:g_ Bacillus_A ’5 1 95.3658 _Bacillales:f Bacillaceae_G:g_ Bacill 96.65 0.914 ani_screen 86.44
s Bacillus_A tropicus ) . Bacillus_A tropicus
d_ Bacteria;p Pseud: dota;
d__Bacteria;p_ Pseudomonadota:c_ Ga Gi acﬂ;;[‘fﬁga:[;:;:mﬁ 83;6;170
mm; 1 . 3 2 amm: R
1AP23 zproteobacterid.oPscudomenadale GCF*U,U%???' 95 nadales;f Pseudomonadaceas;g_ Ps 98.7 0.94 ani_screen 89.025
s:f Pseudomonadaceas;g_ Pseudomon 51 -~
25 F:s_Pseudomonas F sp003445205 eudomonas_E:s_ Pseudomonas E
il = - sp034435205
d_ Bacteria;p_ Pseudomonadota;c_ Ga c:}_Eactmat;p?]’steudamm;adatda;c_
ammaproteobactenao seudomo
mm: teobacteria;o_ Pseud dale GCF_02160162 —
2MO6 aprotepbacieria.o__Fseudomonacaie T 95 nadales:f Pseudomonadaceas:g_ Ps 95.77 0.917 ani_screen 79.0
s:f_ Pseudomonadaceas;g_ Pseudomon 5.1 — — =
. — . eudomonas E;s_ Pseudomonas E
as_E;s  Pseudomonas_E paraglvcinae
paraglycinae
d_ Bacteria;p_ Pseud dota;
d_ Bacteria:;p_ Pseudomonadotazc_ Ga Gar az;;[':o?a:;:a_n:m;i 53;6;170
mm: ") 2 Amm: R
2MO7 aproteobacterid.oPscudomenadale GCFﬁU{.lﬁUlﬁ_ 95 nadales;f Pseudomonadaceas;g_ Ps 95.79 0.918 ani_screen 78.98
s:f Pseudomonadaceas;g_ Pssudomon 51
— — 3 sudomonas_E;s  Pseudomonas_E
as_E;s Psendomonas_E paraglvcinae - -
paraglvcinae
d_ Bacteria;p_ Bacillota;c_ Bacilli,o_ | GCF 00000904 d_ Bacteria;p_ Bacillota;c_ Bacilliio_
2MO12 acillales;f Bacillaceae;g_ Bacillus;s_ B T5y 95 _Bacillales;f Bacillaceae;g_ Bacillus; 98.55 0959 ani_screen 89.636
acillus subtitis 7 s__ Bacillus subtilis
d_ Bacteria;p  Pseud dota;
d__Bacteria;p_ Pseudomonadota;c_ Ga G* acﬁ;;[‘:ﬁga:[:;;:mﬁil;;;
mm - ria; 1 - 2 2 amm; e
IMO14 aproteobacteris,oPscudomenadale GC}LD}.I&UIG. 93 nadales;f Pseudomonadaceae;g_ Ps 95.83 0.911 ani_screen 79.002
s:f Pseudomonadaceae;g_ Pseudomon 51
— — . endomonas_E:z  Pseudomonas E
as_E;s_ Pseudomonas_E paraglycinae o -
== = - paraglycinae
d__Bacteria;p_ Pseudomonadota;c_ Ga d_ Bacteria;p_ Pseudomonadotac__
AMO3 mmaproteobacteria;o_ Pseudomonadale GCFJ»DB?:QGS 05 Gammaproteobacteria;o_ Pseudomo 07.96 0.934 ami screen 86.084
s:f  Moraxellaceae;g_ Acinetobacter:s_ 51 nadales;f Moraxellaceas:g__ Acineto -
_Acinetobacter baumannii bacter;s__Acinetobacter baumannii
d__Bacteria;p_Pseudomonadota:c
d_ Bacteria;p_ Pseudomonadota;c_ Ga - P L - —
mmaproteobacteria;o__Pseudomonadale GCF_00050321 ¢ aproteobacteriz,o__Psaudomo
2AP13 pr = - - 95 nadales:f Pseudomonadaceas;g_ Ps 90 04 0.963 ani_screen 94 08
s:f Pseudomonadaceae;g_ Pseudomon 31 — — -
endomonas_E:s_ Pseudomonas E
as E;s  Pseudomonas E canadensis
- = canadensis
d_ Bacteria;p Pseud dota;
d__Bacteria;p_ Pseudomonadota;c_ Ga _mactenap_~se -Dmuna orE_
mmaproteobacteria;o_ Pseudomonadale GCF_00030321 G aproteabaceriz.o_Pseudomo
2AP16 2pro T - - 93 nadales;f Pseudomonadaceae;g_ Ps 99.96 0.963 ani_screen 05.181
s:f Pseudomonadaceae;g_ Pseudomon 51
— — N endomonas_E:z  Pseudomonas E
as_E:s_ Psendomonas_E canadensis - -
- = canadensis
. . clasificacion
d_ Bacteria;p_ Pseudomonadota;c_ Ga
2AP13 mmaprotecbacteria;o__Pseudomonadale N/A N/A N/A N/A N/A tasonomica N/A
g P o o o o o definida por o

s:if Moraxellaceae;g_Acinetobacter

topologia v ANI

Nota. Elaboracion propia
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7.4 Identificacion de genes asociados a la fijacion de nitrogeno

Luego de realizar una busqueda de los genes implicados en la ruta de fijacién de nitrégeno
bacteriana en la Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) del grupo de genes nif, vnf
y ndf se realizo una lista de aquellos codificantes para la formacién y estabilidad del complejo
nitrogenasa. Posteriormente se buscé6 manualmente en el archivo GFF cada uno de los genes para la
identificacion y construccion del operon nif.

Figura 17
Determinacion de genes para la fijacion de nitrdgeno. Se muestran los genes identificados en las
cepas estudiadas

A, Codigo especie Genes
nifH nifK nifD nifM_nifB_ nifS nifT nifX nifZ nifU_nifd nifQ nifl fixH fixO_fixJ draG _vnfd
[ [

1AB11 B. rropicus

1AP23 Pseudomonas sp.

2MO6 P. paraglyeinae -
2MO07 P paraglyemae

2mM012 B. subtilis -

1
—/
2mMo14 F. paraglycinae _
4mo3 A. baumannii
2AP13 P. canadensis -
2AP16 P. canadensis
2AP9 Acinetobacter sp.

- Regulacién positiva
- Regulacién negativa
FeMo-co [ viritrogenasa reducatasa
@ : Dinitrogenasa subunidad-B
FeMo-co - Dinitrogenasa subunidad-a
Subunidad-B [ ]sintesis del cofactor FeMo
- Ensamblaje y estabilidad

Subunidad-p

Nota. (A). El cuadro evidencia en que cepas fue posible identificar los genes en la anotacion; los cuadros
en verde indican presencia del gen, los genes resaltados (color verde) son aquellos que funcionan para el
complejo catalitico y para la requlacion del operon, asimismo, los cuados azules representan las muestras
que fueron positivas en el PCR. (B). Esquematizacion de los genes necesarios para el funcionamiento del
complejo nitrogenasa.

Elaboracion propia

Fue posible localizar los genes nifS, nifU, nifA, firH, fixO, fijJ, DraG en algunas de las
bacterias promotoras seleccionadas, particularmente se encontré6 una mayor incidencia de nifU el
cual es importante para el ensamblaje del complejo nitrogenasa (Rubio, 2008). Se caracterizo genes
para la sintesis de los nicleos de sulfuro férrico (FeS) del complejo, asi como proteinas modulares
como es el caso de nifU. Asimismo, en algunas de las especies se logro identificar genes reguladores,
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particularmente nifA para la regulaciéon de la nitrogenasa dependiente de molibdeno y también vnfA
para la regulacién del complejo dependiente de vanadio. No se identifico los genes nifH, nifD y
nifK en los genomas anotados, sin embargo, en la figura 17A se evidencia las bacterias que fueron
positivas para el gen nifH a través de la PCR realizada. Asimismo, la figura 17B muestra un diagrama
realizado de los genes necesarios para el funcionamiento correcto de la nitrogenasa dependiendo de
molibdeno a través del operén nif (Franco-Sierra et al., 2020).

7.5 Identificacién de genes asociados a biodisponibilidad de fésforo

Se realiz6 de igual manera una anotaciéon manual de los genes encontrados para mejorar la
biodisponibilidad de fosforo reportados en la literatura de los cuales se escogieron 8 genes debido
a que se ha reportado que codifican a proteinas reguladoras de genes asociados en metabolismo de
fosforo y también para la produccion de fosfatasas, las cuales con importantes en la solubilizacion
de fosfatos.

En la figura 18A se evidencia que todas las especies estudiadas tienen la presencia de los
genes phoR, phoP y phoB. Asimismo, se determiné los genes phnX y appA estan presentes en casi
todas a excepcion de B. subtilis y Acinetobacter sp. respectivamente. Se logr6é determinar en menor
medida los genes phoA y phnJ en las especies B. tropicus, B. subtilis y Pseudomonas sp. Asi como
phoD en casi todas las especies a excepcion de B. tropicus.

La figura 18B muestra un diagrama de la ruta para solubilizar fosfatos mediada por los
genes determinados en este estudio. Se identificd los genes PhoR, phoP y phoB en todas las cepas
estudiadas, los cuales se han caracterizado por regulares positivamente operones para solubilizacién
de fosfatos (Liu et al., 2023), particularmente de los genes phoA y phoD que se han estudiado
por codificar fosfatasas (Liang et al., 2020). El gen phoD se logré determinar en todas las cepas a
excepcion de B. tropicus 1AB11 y Pseudomonas sp. 1AP23, sin embargo, en la cepa 1AB11 si se
identifico el gen phoA. De igual manera, se encontré la presencia de otros genes implicados en la
solubilizacion de fosforo, tales como el gen appA, en cual solo estuvo ausente en la cepa Acinetobacter
sp. 2AP9. Asimismo, solamente la cepa B. subtilis 2MO12 no presento el gen phnX, mientras que el
gen phnJ solo se determiné en Pseudomonas sp. 1AP23. A pesar de que algunas muestras no tenfan
la presencia de algunos de estos genes, todas ellas codificaban para al menos un gen regulador y para
una fosfatasa.
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Figura 18

Determinacion de genes para aumentar la biodisponibilidad de fésforo

Gen
. Codi Especi
A ‘80 © phoR phoA phoP phoB

phoD  phnX  appA
1AB11 B. mropicus
1AP23 Pseudomonas sp.

2MO06 P. paraglycinae

phnt

2Mo7 P.paraglycinae
2M012 B. subtilis
2M014 P. paraglycinae
4MO3 A. baumannii
2AP13 P. canadensis
2AP16 P. canadensis
2AP9 Acinetobacter sp.
b. phab

phoA

Nota. (A) los cuadros resaltados en verde indican la presencia de los genes implicados en la capacidad de

la cepa de fomentar la biodisponibilidad de fosforo. (B) Se muestra un diagrama de la funcion general de

los genes regquladores y los genes que directamente se relacionan a la mineralizacion.
Elaboracion propia
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7.6 Identificacion de genes asociados a la producciéon de acido indol-3-acético

(IAA)
Se determiné de igual manera algunos genes implicados en biosintesis de IAA, fitohormona
perteneciente a las auxinas estudiada sobremanera para el crecimiento de plantas.

Figura 19
Genes identificados en la ruta de sintesis de IAA
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1AB11 B. tropicus
1AP23 Pseudomonas sp.
2MO06 P. paraglycinae

2MO07 P.paraglycinae
2MO0O12 B. subtilis
2M014 P. paraglycinae

4MO03 A. baumannii

2AP13 P. canadensis -
2AP16 P. canadensis

2AP9 Acinetobacter sp.
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Nota. (A) Se muestra un cuadro en donde las regiones resaltadas para cada cepa indican la presencia de
los genes seleccionados. (B). Muestra un diagrama general de la ruta para sintetizar IAA a través de los
genes identificados en las cepas bacterianas.

Elaboracion propia

En la figura 19A se muestran los resultados de los genes determinados manualmente de la
anotacion en base a prokka. El 4cido indol acético presenta varias rutas de sintesis, de las cuales la
gran mayoria parte del L-triptofano. El gen mas frecuente determinado fue trpC, el cual se encuentra
en la ruta de biosintesis del L-triptofano anotada en Kegg. Asimismo, se determiné que varias especies
bacterianas tenian la presencia del gen iaaM. La especie estudiada que presenta el mayor nimero
de genes determinados en Pseudomonas sp, en la cual solo no fue posible determinar la presencia de
los genes tynA y rebO. Particularmente, se observo que todas las especies de Pseudomonas tenian la
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presencia del gen iaaM, mientras que Acinetobacter baumannii, Acinetobacter sp y bacillus subtilis
poseen distintos genes. Por el otro lado, la figura 19B se muestra una esquematizacion de la ruta de
biosintesis en base a los genes que fueron determinados en la anotacion de prokka. Se evidencia que

la ruta mas directa para la sintesis de IAA a partir del precursor L-triptofano es mediada por iaaM
e iaaH.

7.7 Identificaciéon de genes asociados a la producciéon de sideréforos

De igual manera, se determind la producciéon de algunos sideréforos reportados en la
literatura, los cuales son compuestos quelantes que aumentan las capacidades de adquisiciéon de
hierro (Ahmed y Holmstron, 2014). Se busco los genes implicados en la produccion de los sideroforos
enterobactina, bacilibactina y pyochelin (Valdebenito et al.,2006; Miethke et al., 2006; Brandel

et al., 2012), asi como algunos genes implicados en el transporte y funciones asociadas para el
funcionamiento correcto de los mismos.

Cuadro 13
Genes identificados para la produccion de siderdforos

Enterobactina Pyochelin
entC entB entA entE entS fepA |pfed pfeS fepA pchd pchR pchB

B. tropicus -

Pseudomonas sp.

especie

P. paraglycinae
P.paraglycinae
B. subtilis
P. paraglycinae
A. baumannii
P. canadensis
P. canadensis

Acinetobacter sp. - .

Bacilibactina Transporte y funciones accesorias
dhbA dhbB dhbC dhbE dhbF |\yusV yfhAd yfiZ sbnd Cird yfiY  fiu

especie

B. tropicus
Pseudomonas sp.
P. paraglycinae
P.paraglycinae
B. subtilis
P. paraglycinae

A. baumannii -

P. canadensis

P. canadensis
Acinetobacter sp.

Nota. Elaboracion propia

Los genes asociados para la Dbiosintesis de enterobactina se encontraron presentes
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mayoritariamente en A. baumannii, cabe mencionar que la mayoria de las bacterias tienen presente el
gen entS, y en algunos casos también los genes entB y entS, sin embargo, no es suficiente para poder
realizar correctamente la biosintesis del compuesto. Por el otro lado, se encontré la pyochelin es un
sideroforo principalmente caracterizado en especies de Pseudomonas (Brandel et al., 2012), como
puede observarse en el cuadro, las especies que tienen una mayor cantidad de los genes implicados en
su sintesis son la P. canadensis, P. paraglycinae y Pseudomonas sp. Por ultimo, tanto B. tropicus y
B. subtilis tienen presencia de genes implicados en la sintesis de bacilibactina, la cual se caracterizo
en el género Bacillus.

7.8 Identificacion de genes reportados para el control de Fusarium

Se realiz6 una busqueda corta de algunos genes que han sido estudiados para el control
biolégicos de fusarium, el cual es un hongo fitopatogeno que afecta sobremanera los cultivos de cafia
de aztcar (Viswakarma et al., 2013). Los genes prnd, prnB, prnC'y prnC se encuentran implicados
en la biosintesis de la pirrolnitrina (Garbeva et al., 2004). Asimismo, los genes katA, katB y katFE,
para la produccion de la catalasa inducible (Romero-Gutiérrez et al., 2020).

Cuadro 14
Genes identificados para el control potencial de Fusarium

Genes

Especie prmA  prmB  prnD prnC  katA katB  katE

B. tropicus
Pseudomonas sp.
P. paraglycinae
P.paraglycinae
B. subtilis

P. paraglycinae
A. baumannii

P. canadensis

P. canadensis

Acinetobacter sp.

Nota. Elaboracion propia

Se puede observar en el cuadro que en ninguna de las especies estudiadas fue posible
determinar los genes codificantes para pirrolnitrina, a pesar de que en la caracterizacion Ochoa,
(2022), fue posible identificarlos. Por el otro lado, el gen katE se encontr6 en todas las especies
estudiadas. Asimismo, se determindé que todas muestras del género Pseudomonas codifican para
katB. De igual manera, katA no fue determinado para todas las especies, solamente para algunos
representantes de Pseudomonas y las dos bacterias del género Bacillus.
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7.9 Identificacion de factores de virulencia

Se realiz6 una busqueda de factores de virulencia para cada género en la wvirulence factor
Database VFDB para identificar el potencial de patogenicidad de las bacterias estudiadas.

Cuadro 15
Genes asociados a factores de virulencia
Acinetobacter
Exotoxinas Adherencia Biofilm modulacién inmune
tsaP | adeHGF pgaABCD c¢suAB | IpxABCDM IpsB ompA

gen plcD plcl  plc2 | pilIGMER  fimV

B. tropicus
a0

Pseudomonas sp.
P. paraglycinae
P.paraglycinae

B. subtilis
P. paraglycinae

A. baumannii

c/0

P. canadensis
P. canadensis
Acinetobacter sp.

Pseudomonas
Biofilm

0lgABFIWU mucABCDE

modulacion inmune
waGACGPF wbpABM wzx

Adherencia

Exotoxina
pilGMER chpDE fapAFE ropS

plcH toxA

gen

B. tropicus

Pseudomonas sp.
P. paraglycinae E
P.paraglycinae E

B. subtilis
P. paraglycinae
A. baumannii
P. canadensis
P. canadensis
Acinetobacter sp.

Bacillus
Exotoxina Adherencia
nheABC bslA

modulacion inmune
capABCD

gen

alo
A/B

B. tropicus
Pseudomonas sp.
P. paraglycinae
P.paraglycinae
B. subtilis
P. paraglycinae
A. baumannii
P. canadensis
P. canadensis
Acinetobacter sp.

Nota. Elaboracion propia
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Se realizo una division dependiendo de la funcion del factor de virulencia, es decir, si este
estaba implicado en la produccién de alguna endotoxina, si era capaz de producir biofilm para
aumentar su supervivencia a distintos factores de estrés, si puede adherirse o su capacidad de resistir o
modular la respuesta inmune. No se determiné en ninguna especie genes codificantes de endotoxinas;
sin embargo, la mayoria de las especies si presentaron genes cap y Ipz para llevar a cabo la modulacién
del sistema inmunolégico. De igual manera, todas las bacterias, exceptuando B. tropicus y B. subtilis,
fueron positivas para genes implicados en la formacion de biofilm caracterizados para los géneros
Acinetobacter y Pseudomonas. Por altimo, solamente las dos especies del género Acinetobacter, y
especies de P. paraglycinae poseian el factor de adherencia pilFE.
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7.10 Sistema de edicién génica propuesto para la optimizaciéon en la fijacion de
nitrégeno

El anélisis bioinforméatico evidencié una gran variedad de caracteristicas asociadas para
cada bacteria; es decir, algunas en algunas de ellas se determiné una mayor cantidad de genes
asociados a distintas capacidades promotoras, tales como: sintesis de dcido-indol-3-acético, sintesis
de siderdforos, sintesis de proteinas para aumentar la biodisponibilidad de fésforo y sintesis de
compuestos que pueden utilizarse potencialmente como control biolégico. Sin embargo, la especie en
la cual se reportdé una mayor cantidad de genes asociados a fijacion de nitrogeno, y que ademéas ha
sido caracterizada como PGPB resulté ser B. subtilis, por lo tanto, fue escogida para el desarrollo
del sistema de mejoramiento genético para una fijacion de nitréogeno aumentada.

Figura 20
Estructura y distribucion de genoma de B. subtilis
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Nota. Elaboracion propia

En la figura 20 se presenta la esquematizacion de la estructura del genoma ensamblado de B.
subtilis, este estd comprendido por un contenido de GC de 43.54 % y se determin6 una cobertura de
casi 90 % (ver cuadro 12) en base al genoma de referencia con un tamano de ensamblaje de 4.06 MB.
Se evidencia el contenido de GC en regiones enriquecidas. Asimismo, se muestra la curtosis positiva
y negativa GC, la cual indica riqueza de G sobre C, y riqueza de C sobre G respectivamente. En
el diagrama de muestra de igual manera las regiones codificantes (CDS), las regiones de ARN de
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transferencia (tRNA) y las regiones de ARN ribosomal (rRNA).

Figura 21
Plasmido inducible por dcido salicilico
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{5454) BstEII

(5215) PluTI
(5213) Sfol
(5212) Narl Kasl (5211)

Nota. Elaboracion propia

Para mejorar la fijacion de nitrogeno utilizando el sistema CRISPR, se propone realizarla
una edicion génica en dos pasos (ver figura 31). Primero, se realizara una clonacion del gen nativo
nifA para la regulacion positiva del operéon nif en tres plasmidos inducibles. Asimismo, se realizara
una eliminacién del gen de regulacion negativa nifL a través de un KO por el sistema CRISPR/Cas9.
Se llevara a cabo una combinacién de técnicas para evaluar cual de estas propuestas presenta un
mejor resultado. En la figura 21 se muestra el constructo del plasmido propuesto pNahR/Psal, en
esta se cuenta con una secuencia reguladora NahR y un promotor PsalTCC, el cual es inducible por
acido salicilico. Asimismo, la estructura del plasmido tiene un gen de resistencia a gentamicina, un
gen reportero fluorescente monomeric red fluorescent protein 1 (mRFP1), un origen de replicacion
RSF oriV para la iniciaciéon de la replicacion y una region oritT para la transferencia. El plasmido
también cuenta con la regiéon codificante de repA y repB, las cuales se unen al sitio de replicacion
oriV y regulan el niimero de copias para una mejor permanencia en las bacterias respectivamente.
Por ultimo, el plasmido presenta los sitios para los cebadores M13 y M13/pUC para la clonacion
de genes. El constructo utilizado fue desarrollado por Schuster y Reish. (2021). La secuencia del
regulador NahR fue obtenida de NCBI con el cédigo de acceso NC 016603.1, mientras que la
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secuencia del promotor fue obtenida de Meyer et al. (2019).

Figura 22
Plasmido inducible por OC6
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Nota. Elaboracion propia

De igual manera que el plasmido inducible previamente descrito, la estructura general de
PluzOC6 varia solamente en la region con la secuencia reguladora y con el promotor seleccionado. En
este caso, se encuentra el regulador LuxzR y el promotor PluxB, los cuales le confieren al constructo la
capacidad de inducirse a través de la N-(3-oxohexanoil) homoserina lactona. La secuencia reguladora
fue obtenida de NCBI con el cédigo de acceso NC_011186.1, asimismo, la secuencia del promotor
PluzB fue obtenida de Meyer et al. (2019).
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Figura 23
Pldsmido inducible por OCH1}
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Nota. Elaboracion propia

El presente constructo se caracteriza por tener el regulador cinR y el promotor Pcin. Al
igual que los plasmidos mencionados con anterioridad, el constructo general es el mismo, debido a
que de esta manera el protocolo de clonacién y transformacion seria similar. El plasmido propuesto
PcinOHC1/ es inducible por el compuesto hidroxitetradecanoil-homoserina lactona. La secuencia del
regulador fue obtenida de NCBI con el codigo de acceso NC_021505.1 y la secuencia del promotor
fue obtenida de Meyer et al. (2019).
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Figura 24
Sistema de edicion KO-CRISPR para el gen nifL
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Nota. Elaboracion propia

Por dltimo, se presenta un esquema del sistema propuesto para realizar una eliminacién
(KO) del gen regulador nifL para la fijacion de nitrogeno. Para esto, se disené un ARN guia (gRNA)
a través de la herramienta benchling CRISPR design. En la figura 24A se muestra el diagrama en
donde se propone realizar un complejo ribonucleoproteina (RNP) conjugando la endonucleasa Cas9,
el gRNA y el tracrRNA asociado a la cas9. Al formar el complejo RNP, es posible electroporar
la bacteria para realizar el KO. Asimismo, en la figura 24B se muestra un cuadro de los mejores
cinco gRNA disenados, en donde se muestra la posicion de corte (donde idealmente es entre 100-250
nucleotidos de la secuencia), el sentido del gRNA, la secuencia PAM necesaria; el puntaje on-target,
que representa la eficiencia de corte de la Cas9; por ultimo, el puntaje off-target representa la
probabilidad inversa de ediciones inespecificas por la endonucleasa Cas9, el ARN guia con un mejor
puntaje se muestra resaltado en morado. Por lo tanto, en ambos puntajes un valor mayor representa
una mejor calidad de disenio del gRNA.
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Discusion

Las practicas de agricultura convencional impactan fuertemente la salud del suelo,
principalmente por el uso de agroquimicos para proveer al cultivo de nutrientes y protegerlo de
agentes patogenos afectando consecuentemente la diversidad de microorganismos del suelo (Meena
et al., 2020). Estos microorganismos son beneficiosos para las plantas debido a que llevan a cabo
procesos metabolicos que modulan la biodisponibilidad de nutrientes, por lo tanto, una disminuciéon
en su diversidad influye en el crecimiento saludable de las plantas (Ahemad y Kibret, 2014). Lo
anterior, ha llevado al desarrollo de indculos a base de microorganismos para mitigar los danos y
reconstituir la salud del suelo, con el objetivo de desarrollar sistemas mas sostenibles para mantener
los cultivos agricolas. Para esto, es importante entender la dindmica del suelo del cultivo particular,
debido a que un microbioma saludable para una especie de planta no necesariamente es igual
al de otra completamente diferente (Banerjee y Van der Heijden, 2023). Asimismo, es necesario
estudiar las capacidades promotoras de crecimiento tales como; la fijaciéon de nitrégeno, produccion
de acido-indol-3-acético, siderdforos, y el aumento de biodisponibilidad de fésforo llevado a cabo
por los microorganismos para utilizar técnicas moleculares para aumentar estos procesos y que sean
més efectivos. El proposito de este estudio es llevar a cabo una caracterizacion de las capacidades
promotoras de crecimiento vegetal de bacterias aisladas de suelo de Saccharum officinarum a través
de un anélisis de su genoma completo, asimismo, desarrollar una propuesta de ediciéon génica para
aumentar el proceso de fijacién de nitrogeno. Este estudio apoyara a que en un futuro se utilicen
in6culos a base de microorganismos en el cultivo de la cana para mejorar la calidad del suelo y
disminuir la cantidad de fertilizante aplicado en los suelos.

Este estudio parti6 del trabajo de Ochoa, (2022) en el que se aislaron y evaluaron
caracteristicas promotoras del crecimiento de 222 bacterias. El primer paso de este estudio fue
la identificacion de las 222 bacterias a través de una secuenciacion del gen de ARN ribosomal 168,
en la figura 15 se muestra que fue posible identificar hasta 22 géneros, dentro de los cuales los
més frecuentes fueron Bacillus, Pseudomonas y en menor medida Acinetobacter. Diversos estudios
han obtenido resultados similares en distintas regiones de suelo en diferentes cultivos. El estudio de
Beneduzi et al., (2013) determiné en suelo de cultivo de cafia de azicar en Brasil una diversidad
similar, donde se identifico varias especies de Acinetobacter, Bacillus, Pseudomonas, Azorhizobium
y entre otros géneros. De igual manera, Bonato et al., (2021) evidencié que en suelos de cultivo de
cana en el tropico habia una gran incidencia de los mismos géneros més presentes determinados en
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la identificacion por 16S.

Las capacidades promotoras de crecimiento de Bacillus, Pseudomonas, Klebsiella,
Acinetobacter y entre otros géneros identificados han sido estudiados extensivamente. Estos han
presentado la capacidad de fijar nitrégeno, la capacidad de sintetizar distintas fitohormonas, producir
enzimas para la degradacién o conversion de compuestos para aumentar su biodisponibilidad e incluso
potencialmente controlar patogenos (Sansinenea, 2019; Santoyo et al., 2012; Gulati et al., 2009). Esto
se ve evidenciado incluso en el cuadro 6, en este se muestran 12 bacterias escogidas basado en sus
capacidades promotoras de crecimiento, todas ellas son capaces de fijar nitrogeno, producir ACC
deaminasa, acido indol-3-acético, pirrolnitrina, proteasas, sider6foros, solubilizar fosfatos y solubilizar
potasio. Por lo tanto, presentan un gran potencial para utilizarse en la formulaciéon de bioindéculos.
Para la seleccion de las bacterias candidatas para llevar a cabo WGS, también se realiz6é una PCR del
gen nifH (ver figura 16) que codifica a una proteina principal del complejo nitrogenasa convencional
dependiente de molibdeno. Como puede observarse, de las 12 bacterias, solamente 4 de ellas no
fueron positivas para el gen, y a pesar de esto las pruebas de fijacién de nitrégeno fueron positivas.
Esto sugiere que podrian codificar a genes de la nitrogenasa dependiente de vanadio regulada por
el operon vnf, o la nitrogenasa dependiente de hierro regulada por el operon anf (Mus et al., 2018),
asimismo, es posible que por la variabilidad de estos genes tampoco haya podio determinarse porque
falta de conservacion (Coelho et al., 2009).

Se llevd a cabo una secuenciacién de genoma completo de las bacterias candidatas
seleccionadas (ver cuadro 6) a través de tecnologia de secuenciacion de nueva generacion (NGS). Al
analizar los datos de secuenciacion se observo que dos de las doce muestras secuenciadas presentaron
contaminacion, las bacterias 1AB21 y 2AP12, lo que pudo haberse debido a la presencia de otra cepa
que morfoloégicamente es muy parecida, para evitar esto es posible realizar un estriado de la colonia
tomada para la extraccion de ADN para poder ratificar que en efecto es una cepa aislada. por lo tanto,
fueron descartadas y se prosiguié con el analisis bioinformatico de las lecturas obtenidas. Primero
se analizo las secuencias crudas a través del programa FastQC, el cual permite ver estadisticas base
para determinar si los resultados obtenidos son apropiados para un anélisis superior, como puede
ser el ensamblaje y anotacion de genomas (Andrews, 2010). Se determiné que todas las muestras
tenfan resultados aceptables, como se muestra en el cuadro 7, los parametros principales como la
calidad de secuencia base, la calidad de secuencia per-tile y la puntuacion de calidad por secuencia
fue aceptable en todas las secuencias a excepcion de la lectura R2 de la primera muestra. Esto indica
que las lecturas obtenidas se encuentran en o por encima de una profundidad de 30X, lo que sugiere
que los resultados son fiables (Rieber et al., 2013). Sin embargo, algunos parametros mostraron una
alerta, el resultado de anélisis del contenido de GC y el contenido de base por secuencia se pudieron
deber a que se ha reportado que existe una tendencia de error en secuenciacién en genomas que tienen
regiones con una baja proporcion de GCs, lo cual también puede estar asociado a la preparacion de
bibliotecas (Van Dijk et al., 2014). El estudio de Sato et al., (2019) sugiere que es importante tomar
en cuenta el porcentaje de GCs para la seleccion de la tecnologia de secuenciacion y también para la
seleccion del kit de preparacion de bibliotecas, particularmente determinaron que el kit DNA Flex
Library Prep Kit de Nextera no evidencié una introducciéon de este error por el porcentaje de GCs.

Es importante mencionar que la alerta en el parametro de secuencias sobrerrepresentadas
puede haber impactado en la alerta del pardmetro de contenido GC por secuencia, asimismo,
la sobrerrepresentaciéon puede llevar a problemas en el ensamblaje, particularmente a errores de
ensamblaje (“Misassemblies”), una reduccion en la exactitud y también un aumento en la demanda
computacional para procesarlo (Schwartz et al., 2010). Por lo tanto, se realiz6 un procesamiento
o “corte” de las secuencias a través de Trimmomatic. En el cuadro 8 se presentan nuevamente los
parametros de calidad de las secuencias, en este caso, posterior al procesamiento. La mayoria de los
parametros mejoraron, en este caso, solo la lectura R2 de la muestra 2AP9 permanecié en alerta
en el parametro de secuencias sobrerrepresentadas. Cabe mencionar que se ha determinado que
generalmente las lecturas R2 suelen tener menor calidad debido a errores en la amplificacion y por
la desaminacion de las bases (Schirmer et al., 2015), lo que explicaria por qué la mayoria de las
secuencias donde hay alertas, o no cumplieron con los requisitos del parametro son R2. Por tltimo,
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cabe mencionar que, a pesar del procesamiento, el pardmetro de contenido de base por secuencia
no fue cumplido, la documentaciéon del programa reporta que errores asociados a este parametro se
deben comtunmente a la preparacion de bibliotecas, algunos kits de tagmentacion estdn propensos a
generar este error debido a que existe una tendencia en los primeros 12 bp de la corrida (Brahamam
Bioinformatics-FastQC Project; s.f.). Asimismo, las secuencias sobrerrepresentas también pueden
influir en que esté parametro no pueda ser cumplido.

Debido a que existen diversos algoritmos para generar el ensamblaje y no existe un consenso
del mejor algoritmo para el ensamblaje de genomas bacterianos, se llevd a cabo tres distintos
ensamblajes con algoritmos de ensamblaje basados en el principio de grafos De Brujin: ABySS, velvet
y SPAdes. Los parametros de calidad de los ensamblajes se analizaron y se eligié el que generara
mejores resultados para la identificacion del mejor genoma de referencia y consecuentemente la
anotacion del genoma. En los cuadros 9 , 10 y 11 se muestran los parametros de calidad obtenido
para los ensamblajes realizados con ABySS, SPAdes y velvet; La mayoria de los ensamblajes con
este algoritmo se encontraban por encima de los 100 scaffolds y por lo general, el niimero de estos
fue mas aceptable evidentemente a través de los algoritmos Velvet y SPAdes, los cuales generaron
ensamblajes con un menor nimero de Scaffolds. Esto se puede deber a que estos dos algoritmos
realizan el calculo del Kmero 6ptimo para su ensamblaje; SPAdes lleva a cabo una realizacion de
grafos incorporando las lecturas pareadas a través de la estructuracion de K-bimeros (Bankevich
et al., 2012). Por otro lado, para llevar a cabo el ensamblaje con ABySS se utiliza el programa
kmergenie, el cual implementa histogramas de diferentes kmeros para determinar la longitud que
maximiza la lectura en el set de datos, sin embargo, puede generar errores de predicciéon dependiendo
del resultado del histograma (Behera et al., 2018).

Al realizar la comparacion general de los tres ensamblajes (ver cuadros 9, 10 y 11), se
puede observar que SPAdes genera con més frecuencia mejores resultados, debido a que la longitud
del ensamblaje es mayor, en la mayoria de las muestras se obtiene un menor nimero de Scaffolds
y un menor niamero de ellos para completar el 50 % del total (L50). Al observar los cuadros 9, 10
y 11, particularmente en la muestra 2AP9, se puede observar este suceso. En SPAdes se obtuvo un
numero de scaffolds de 19, mientras que para Velvet y ABySS se obtuvo 27 y 35 respectivamente;
adicionalmente, el valor L50 es solamente de dos, y L90 es 8; por lo que solamente se necesitan §
Scaffolds para generar el 90 % de todo el ensamblaje. Cabe mencionar que los valores de porcentaje
de GC en todos los ensamblajes no fue variable. Antes de proseguir con el anélisis bioinformatico, se
analiz6 individualmente la calidad de los ensamblajes para cada muestra; a pesar de que en algunos
casos ABySS y Velvet tenian un menor namero de Scaffolds que SPAdes, se escogio este ultimo
ensamblaje para todas las muestras a excepcion de la muestra 1AP23, debido a que en todos estos
casos el valor N50 era menor, por lo que, a pesar de tener més scaffolds, algunos de ellos son de
mayor longitud, por lo que en definitiva estaba menos fragmentado.

Se prosiguidé con la determinacion del genoma de referencia y la anotacion en Prokka como
se encuentra descrito en la metodologia. En el cuadro 12 se muestran los resultados del analisis
por GTDB-Tk. En el cual cabe destacar ademas de la clasificacion final, los valores de similitud
calculados por FastANI y la cobertura del ensamblaje realizado en base al genoma de referencia
obtenido con Quast. Se determiné una especie de Bacillus tropicus, tres representantes de la especie
Pseudomonas paraglycinae, dos representantes de Pseudomonas canadensis, una especie de Bacillus
subtilis, una especie de Acinetobacter baumannii y dos muestras que no fue posible determinarlas
a nivel de especie (Pseudomonas sp. y Acinetobacter sp.) lo que puede deberse a que no existe
informacion suficiente en la base de datos de referencia.

B. tropicus ha comenzado a ser estudiada como una bacteria promotora del crecimiento
vegetal. Wang et al., (2020) aislo y caracterizo bacterias endofiticas del género Bacillus de la raiz de
la cana de aztcar, en este estudié se determind que esta especie era capaz de producir sideréforos
y de combatir el tizon de la vaina de arroz causada por el hongo patdégeno Rhizoctonia solani. No
obstante, en este estudio B. tropicus no se caracterizé por producir fitohormonas o por solubilizar
fésforo, lo que puede deberse al nicho ecologico de esta cepa. Cabe mencionar que en otro estudio
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llevado a cabo por Efe, (2020), aislaron bacterias de suelo, B. tropicus fue reportada por no promover
el crecimiento al analizar: produccion de IAA, sider6foros, fijacién de nitrogeno y solubilizacion de
fésforo. Esto difiere de los resultados obtenidos en este estudio, debido a que se determiné que B.
tropicus aislada de suelo de cultivo de cana de aztcar en Guatemala, si presenta varias caracteristicas
para promover el crecimiento (ver cuadro 6), esto se puede deber principalmente a la region en donde
fueron aisladas, ademas, en el estudio de Efe, (2020), las bacterias fueron aisladas de suelos ricos en
metales, por lo que es posible que la presion selectiva no haya permitido a las B. tropicus que tenfan
estas caracteristicas proliferar.

Ahora bien, las especies P. paraglycinae y P. canadensis no han sido tan estudiadas como
PGBP. Esto se debe a que existen pocos estudios de caracterizacion para ambas bacterias, no
obstante, varios autores han descrito distintas especies del género Pseudomonas como bacterias
con potencial promotor del crecimiento vegetal, debido a que muchas presentan la capacidad de fijar
nitrogeno, de producir TAA, sideroforos, proteasas, pectinas, quitinasas y en algunos casos combatir
a hongos patogenos (Shin et al., 2007; Pandey y Gupta, 2020). Como puede observarse nuevamente
en el cuadro 7.2.1, las especies aisladas P. paraglycinae y P. canadensis si presentan potencial de
ser utilizadas para agricultura sostenible, ademas, son de un particular interés porque a pesar de
que se caracteriz6 como fijadora de nitrogeno, no fue posible identificar el gen nifH (ver figura 16),
por lo que podrian codificar a operones menos convencionales o en su defecto, presentar genes que
atn no han sido descritos.

En el caso del género Acinetobacter, a pesar de ser estudiado principalmente por sus
caracteristicas patogénicas, las especies de este género aisladas de suelo poseen varias capacidades
para promover el crecimiento de plantas (Qadir et al., 2021; Rana et al., 2020). En un estudio
llevado a cabo por Singh et al., (2020). se caracterizé particularmente a Acinetobacter baumannii
aislada de suelo como una PGPB, en este estudio se determiné que tenia la capacidad de solubilizar
potasio, solubilizar zinc, producir IAA y también sidertforos. Estos resultados resaltan los hallazgos
de este estudio, debido a que, de igual manera, A. baumannii 4MO3 presenté una gran capacidad
promotora, ya que tenia la capacidad de fijar nitrégeno, solubilizar varios compuestos y producir
TAA.

B. subtilis ha sido estudiado mas ampliamente por sus caracteristicas promotoras de
crecimiento de plantas, particularmente se caracteriza por ser una rizobacteria con un gran potencial.
La revision realizada por Sivasakthi et al., (2014). mencionan varias caracteristicas de B. subtilis tales
como fijacién de nitrégeno, sintesis de IAA, produccién de siderdforos, solubilizacion de fosfatos e
incluso presenta potencial de utilizarse como un control de patégenos como algunas especies de
Aspergillus, Rhizoctonia y Fusarium. La mayoria de las caracteristicas mencionadas anteriormente
se mencionan en el estudio llevado por Hashem et al., (2019). en donde también se menciona
la capacidad B. subtilis para aumentar la tolerancia a estrés. En el cuadro 6 se muestra las
caracteristicas de la bacteria B. subtilis 2MO12 caracterizada en este estudio, es capaz de fijar
nitrégeno, solubilizar fésforo y potasio, producir fitohormonas y sideroforos. Por lo tanto, es de gran
interés, particularmente porque existen mas estudios que ratifican su uso como PGPRB.

La dinadmica general de los genes identificados y analizados se muestra en la figura 18B.
Esto se ve complementado en los resultados de la figura 18A, donde se evidencia que todas tienen
los genes phoR, phoP y phoB, los cuales se han estudiado como genes promotores o reguladores para
el procesamiento de fosfatos (Liu et al., 2023). Estos genes se regulan al alza como respuesta a bajas
condiciones de fosforo para proveer suministros a las bacterias (Hsieh y Wanner, 2010; Liu et al.,
2023; Devine, 2018). Asimismo, se identificaron los genes phoA y, phoD los cuales son esenciales
para la produccion de fosfatasas alcalinas para la mineralizacion de fosfatos (Liang et al., 2020;
Fraser et al., 2015). Los genes determinados phnX y phnJ son importantes para la produccion de
fosfonoacetaldehido hidrolasa y una C-P liasa respectivamente que participa en la conversion de
fosfatos orgénico a inorganico (Pi) (Kamat y Raushel, 2015; Liang et al., 2020). Por altimo, el
gen appA codifica para una fitasa, la cual de igual manera ayuda en la produccion de Pi, es de
particular importancia ya que aproximadamente el 60 % del fosforo inorganico se encuentra en la
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forma de fitato, el cual no esta directamente disponible para las plantas (Wang et al., 2013). La
determinacion de genes reportados para el aumento de la biodisponibilidad de fosforo demostré que
las bacterias estudiades tienen un gran potencial para la solubilizacién de este nutriente, lo que es
un resultado esperado debido a que las cepas analizadas presentaron la capacidad de llevar a cabo
estos procesos a través de la determinacion de solubilizacion de fosfatos llevado a cabo por Ochoa,
(2022).

De igual manera, se realizo un listado de genes importante para la sintesis de IAA, como se
puede ver en la figura 19A, la mayoria de las especies cuentan con genes implicados para la produccion
de esta fitohormona, sin embargo, la bacteria 1AP23 Pseudomonas sp. present6é una mayor incidencia
de estos, lo cual es esperado debido a que varios estudios han caracterizado distintas especies del
género Pseudomonas por la produccion de esta fitohormona (Tabatabaei et al., 2016; Bharucha et
al., 2013). Como se puede observar en la figura 19B, los genes iaaM e iaaH que codifican a la
triptofano-2-monooxigenasa y a la indol-acetamida hidrolasa (Vega-Celedon, 2016), representan la
ruta mas directa para la producciéon de TAA a partir del L-triptofano. Existen otras rutas directas que
han sido caracterizadas para la ruta de biosintesis de forma directa; particularmente el metabolismo
de dos pasos mediado por el L-triptofano oxigenasa y la indol-3-acetaldehido oxidasa (Duca et al.,
2020). A pesar de que la mayoria de las especies tienen presente el gen iaaM solamente Pseudomonas
sp. presento el gen iaaH, no obstante, se hipotetiza que solo no fue posible realizar la identificacion
con prokka por la fragmentaciéon del genoma o por la variacién que pueda existir en el gen para cada
especie.

Se identificaron varios genes implicados en la biosintesis de distintos sideréforos los cuales
se encuentran resumidos en el cuadro 13. Acinetobacter baumannii presento los genes codificantes
de enterobactina, el cual es un sider6foro encontrado principalmente en FEscherichia y salmonella
(Valdebenito et al., 2006) pero se ha caracterizado en algunas cepas de A. baumannii (Penwell et
al., 2012). La sintesis se lleva a cabo por los genes entA, entB y entC, asimismo, el gen fepA es de
particular importancia porque codifica a una proteina de membrana para complejos de enterobactina
férrica (Crossa & Walsh, 2002; Cao et al., 2000). Cabe mencionar que el operon consta de 14 genes
estudiados, de los cuales no fue posible determinar en el genoma la mayoria de los genes fep (como
fepE/C/G) y fes (Crossa y Walsh, 2002), probablemente debido a la fragmentaciéon del genoma
ensamblado. Por el otro lado, se determiné que B. tropicus y B. subtilis tenian la presencia de varios
genes implicados en la sintesis de la bacilibactina. El estudio de Miethke et al., (2006). evidencia la
capacidad de produccion de este sideroforo por B. subtilis, el cual es capaz de producir este agente
quelante para capturar hierro. La biosintesis de la bacilibactina esta regulada por el cluster de genes
dhnA, dhbC, dhbE, dhbB y dhbF (Hertlein et al., 2014), de los cuales todas fueron determinadas para
las dos especies del género Bacillus en este estudio, lo cual es esperado debido a que varias especies
como B, subtilis, B. cereus y B. velezensis (Hertlein et al., 2014; Segond et al., 2014; Xie et al., 2023).
Las especies del género Pseudomonas en el presente estudio no presentaron todos los genes para
ninguna de estos dos sider6foros, sin embargo, si fue posible identificar algunos genes importantes en
la produccién del sideréforo pyochelin, el cual ha sido reconocido como un sideréforo determinado
comuinmente en Pseudomonas aeruginosa (Brandel et al., 2012). El estudio de Youard et al., (2010).
menciona que el cluster de genes necesario para llevar a cabo la biosintesis de pyochelin depende del
cluster comprendido siguientes genes: pchA, pchB, pchC, pchR, pchE para P. aueruginosa de estos,
solamente la especie P. canadensis presento la mayoria de estos; especificamente pchA /R /B.

En el cuadro 1/ se muestran los resultados de algunos genes que potencialmente confieren
la capacidad combatir organismos fitopatogenos, particularmente del género Fusarium. Los genes
prnA, prnB, prnC y prnD son necesarios para llevar a cabo la sintesis de la pirrolnitrina (Garbeva
et al., 2004), sin embargo, a pesar de que, en el estudio realizado por Ochoa, (2022). se reporto que
fueron capaces de producirlo, los genes no estan presentes. Lo que se puede deber a la fragmentaciéon
en el ensamblaje del genoma o porque existe una gran variabilidad en el gen. Moghabieb et al.,
(2021) estudié como la sobrexpresion de katE por bacterias mejoraba la resistencia de plantaciones
de tomate a Fusarium oxysporum. En este estudio fue posible identificar la presencia de los
genes kat, en especifico katA, katB y katE, Los genes katA y katB codifican para catalasas que
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potencialmente pueden utilizarse para el control biolégico y para respuestas en contra al estrés
oxidativo (Romero-Gutiérrez et al., 2020), no obstante, no existen tantos estudios para los genes
katA y katB. Contrariamente, el gen katE se ha estudiado extensivamente para el control biologico
llevado a cabo por bacterias.

Se llevo a cabo una identificacion de factores de virulencia basados en los genes reportados en
la virulence factors Data Base VFDB para cada género (Chen et al., 2005). Como puede observarse
en el cuadro 15, ninguna de las bacterias tiene presentes genes que codifiquen a la produccion de
exotoxinas, que es el factor al que se le proporcion6é una mayor prioridad, debido a su implicacién
en el desarrollo de enfermedades y dafio al hospedero. Por el otro lado, si fue posible identificar
otros factores de virulencia, principalmente para la formacion de biofilm (pgaA/B/C/D, alpA/B/C
y mucA/B/D) y para modular el sistema inmune humano en caso de una infeccion (IpzA/B/C/D,
waaA, capa/B/C/D). Es relevante mencionar que a pesar de que estos genes codifican a factores de
virulencia reportados, no necesariamente implica que seran altamente patogénicas (Malovichko et
al., 2019). En el caso de la formacion de biofilm, existen varios estudios que reportan que la sintesis
de esta capa de polisacaridos es beneficiosa para las PGBP, debido a que permite que las bacterias
colonicen las regiones de las raices y formen una barrera protectora para tener una resistencia ante
condiciones adversas que puedan afectar la abundancia de nuestras bacterias de interés (Ajijah et
al., 2023; Liu et al., 2011).

En la figura 17A se muestran los resultados de la identificacion de genes asociados a la fijacion
de nitrogeno. En este, se muestra un resumen de la identificaciéon basado en el complejo nitrogenasa
con el operén mas incidente, el cual esta compuesto por los genes nif. Se realizé6 una busqueda de
todos los genes implicados en la formacion de las tres distintas nitrogenasas (operén nif-Molibdeno,
vnf-vanadio y anf-hierro), no obstante, no fue posible identificar los genes anf, asimismo, solo se
identifico el gen vnfA para el complejo nitrogenasa dependiente de vanadio, lo que podria deberse
a que no se pudo identificar los genes con Prokka debido a la fragmentaciéon o posible variabilidad
de secuencias. La identificacion con la anotacion del genoma solo permitié identificar los genes nifs,
nifU y nifA del cluster necesario para el funcionamiento de la nitrogenasa-molibdeno. Sin embargo,
como puede verse en la figura 17B, es posible inferir la presencia del gen por la posicion del gen nifL
en la estructura del operén, pero debido a la fragmentacion del genoma no fue posible identificarse a
través de Prokka. De igual manera, la disposicion del operén nif indica que la presencia de los genes
nifU y nifS sugiere que los demés genes estan presentes en el genoma, pero la calidad de ensamblaje
no fue suficiente para su identificacién. Cabe mencionar que existen complicaciones para realizar la
identificacion de los genes nif debido a una alta variabilidad (Coelho et al., 2009).

Es importante mencionar que se identificé la presencia del gen nifH a través de PCR, sin
embargo, este mismo no se logré identificar en los genomas ensamblados (ver figura 16 y la figura
174), de igual manera se atribuye a la variabilidad entre las secuencias de los genes nif (Coelho et al.,
2009). Cabe mencionar que existen algunos estudios en donde se han caracterizado bacterias fijadoras
de nitrogeno aisladas de suelos de cultivo, en donde tampoco fue posible identificar todos los genes
para la funcién de la nitrogenasa al momento de realizar el ensamblaje. El estudio de Franco-Sierra
et al., (2020). identifico los genes nifU, nifS, nifV y nifF, en B. subtilis asilada de suelos, los cuales
estan involucrados en la capacidad enzimatica del complejo nitrogenasa, sin embargo, los demés
componentes no fueren identificados. Cabe resaltar que para entender a profundidad el mecanismo de
fijacion de nitrogeno de la bacteria, es necesario identificar los genes minimos para el funcionamiento
correcto del complejo, debido a que esto puede variar entre especies (Shamseldin, 2013). En la
figura 17B se muestra la funciéon de cada gen del operon. Los genes nifHDK se encuentran en la
misma region y codifican a las subunidades necesarias para llevar a cabo la formacion del complejo
(dinitrogenasa reductasa y dinitrogenasa). Por lo tanto, a pesar de que no fue posible identificar
estos genes a través del analisis de genoma completo, es pertinente hipotetizar que si se encuentran
estas secuencias por los resultados de la PCR (figura 16).

El analisis de caracterizacion de genoma completo permitié identificar distintas
caracteristicas promotoras de crecimiento de plantas por parte de las bacterias analizadas. Se escogio
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la especie B. subtilis para la propuesta del sistema de edicién génica para el mejoramiento en
la fijacion de nitrogeno debido a que fue posible identificar mas genes del operén nif, asimismo,
existe mas informacién reportada en la literatura para poder respaldar las decisiones tomadas para
el desarrollo del sistema. Ademéas, B. subtilis también se caracterizdé por presentar genes para el
control biologico, para aumentar biodisponibilidad de fosforo a través de la solubilizacion de fosfatos,
produccion del sideréforo bacilibactina y algunos genes para la produccion de TAA. En la figura 20
se muestra un diagrama general de la distribuciéon de caracteristicas del genoma ensamblado de B.
subtilis. Se obtuvo un total de 3940 secuencias de ADN codificante (CDS) y 57 secuencias de tRNA,
un porcentaje de GC de 43.54 % dentro de un genoma de aproximadamente 4.06 MB.

Se realiz6 tres propuestas para una transformacion bacteriana con el propoésito de clonar el
gen de regulacion positivo nifA para poder realizar una comparacién de qué plasmido presenta
mejores resultados en base al inductor. En la figura 21 se muestra uno plasmidos inducibles
propuestos; este esta basado en el constructo planteado por Schuster y Reisch., (2021) el gen reportero
y de resistencia permitiran realizar la seleccion de las bacterias transformantes. Este sistema es
inducido por acido salicilico, un compuesto que no ha sido reportado como un agente perjudicial
para las bacterias. El plasmido cuenta con un gen regulador nahR y un promotor (Meyer et al.,
2019). Se determiné que este plasmido puede llegar a una inducciéon maxima con una concentracion
de 10 pM de 4acido salicilico y un aumento de hasta 100 veces la expresion normal (Schuster y Reisch,
2021), por lo que se hipotetiza que su nivel de expresion inducird un aumento significativo en la tasa
de fijacién de B. subtilis. Cabe mencionar que debido a que esta cepa modificada sera utilizada
para un bioin6culo, se eliminara el gen de resistencia utilizando enzimas restricciéon una vez se haya
realizado la transformacion.

La estructura y distribucion del plasmido pCinOHC1/, es la misma al descrito previamente,
lo tinico que cambia es la secuencia del gen regulador y el promotor asociado para construir el sistema
inducible (ver figura 23); para este se utiliz6 el regulador cinR y el promotor Pcin (Meyer et al.,
2019). Segun Schuster y Reisch., (2021). la induccién de este plasmido demostréd estimular hasta
120 veces la expresion normal del plasmido. Una particularidad de este sistema es que la molécula
inductora es la hidroxitetradecanoil-homoserina lactona (OHC14), la cual tiene un rol importante
debido a que es una molécula de Qorum sensing (Stock et al., 2020), asimismo, este tiene una
capacidad autoinductora reportada para los sistemas del promotor Cin (Vainana et al., 2022). por
lo que se hipotetiza que el ambiente de suelo inducira la expresién del pldsmido sin necesidad de la
aplicaciéon del compuesto.

De igual manera, la estructura y distribuciéon del plasmido pLuxOC6 solo difiere en las
secuencias del gen regulador y el promotor que conforman el sistema inducible (ver figura 22); para
este se utilizo el regulador luzR y el promotor (Meyer et al., 2019). Segtn Schuster y Reisch., (2021).
la induccién de este plasmido demostrd estimular hasta 120 veces la expresion normal del plasmido.
Una particularidad de este sistema es que la molécula inductora es la N-(3-oxohexanoil) homoserina
lactona (OC6), la cual tiene un rol importante en la comunicacion bacteriana debido a que se ha
reportado como una molécula de Quorum sensing (Coquant et al., 2020). No obstante, la diferencia
entre el sistema LuzR/pLuzB y CinR/Pcin radica en que el OC6 tiene una mayor incidencia en
ambientes donde proliferan bacterias que forman relaciones simbidticas para la fijacién de nitrogeno
con las raices de las plantass (Nazari et al., 2020; Yaijima et al., 2008; Schripsema et al., 1996). Por
lo tanto, este sistema tiene un gran potencial debido a que el aumento de fijacién de nitroégeno de B.
subtilis. La mejora en la tasa de fijacion de nitrogeno, y la diversidad de bacterias fijadoras, podrian
llevar a un aumento en la concentracion de OC6 por parte de las bacterias, y por ende estimularia
indefinidamente el sistema inducible. Es por esto, que se hipotetiza que el sistema de inducciéon mas
favorable para la formulacion es a través del plasmido pLuzOC6.

Por ultimo, se realiz6 una propuesta para llevar a cabo un knock-out (KO) del gen nifL,
el cual regula negativamente la activacion del operén nif al irrumpir la transcripcion del gen nifA
(Martinez-Argudo et al., 2004). En la figura 24 se muestra el sistema general que se propone. Debido
a que la bacteria ya habra sido transformada, es posible que la edicién utilizando un plasmido
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CRISPR pueda llevar a una disminucién en el fitness de la bacteria, o en su defecto, complicar el
proceso de KO por el tamano del constructo (Diaz & Hernandez, 2000; Smith y Bidochka, 1998).
Por esto, se propone realizar un complejo de ribonucleoproteina (RNP), el cual estara compuesto
por la endonucleasa SpCas9, el tractrRNA y el gRNA (Arroyo-Olarte et al., 2021) debido a que
una disminucion en el tamafo del sistema, se puede obtener una mayor tasa de éxito (Zhang et
al., 2021). El gRNA se presenta en la figura 24B, en esta se muestran gRNA con el mejor puntaje
(5-CCACAGCGTCTGATACACCT-3’), como puede observarse el valor on-target es de 73.4% lo
que sugiere que el sistema tiene una alta eficacia teérica, asimismo, se obtuvo un valor off-target
de 100 %, esto indica que no habra cortes en regiones inespecificas del genoma de B. subtilis, lo
que podria aumentar la tasa de eficacia de la edicién genética (Doench et al., 2016). Una de las
complicaciones con este sistema, es que debido a que el sistema no presenta un gen para realizar la
seleccion, se debe de realizar un screening a través de técnicas moleculares. Se han utilizado cebadores
para flanquear la region de KO, de esta manera se puede evaluar por PCR y gel de agarosa o por
secuenciacion para determinar si se ha realizado la ediciéon génica correctamente.

Posterior a la realizacion de la transformacion y el CRISPR-KO se debera realizar una
evaluacion de qué sistema fomenta una mejora significativa en la fijacién de nitroégeno a través
de una prueba cuantitativa. De igual manera, debera estudiarse la interacciéon que tiene la cepa
B. subtilis modificada con las demés cepas potenciales para la bioformulacién, por tltimo, debera
estudiarse la capacidad de mejora de nitrégeno al ser inoculada en el suelo. Los hallazgos de este
estudio presentan, no solamente informacion de genes implicados en capacidades promotoras del
crecimiento de plantas, sino una propuesta potencial para la formulacion de un biofertilizante con
el potencial de poder suministrar altas concentraciones de nitrégeno a los cultivos. Por lo tanto, se
podria disminuir significativamente el uso de fertilizantes quimicos, mejorando la salud del suelo y
proporcionando alternativas para el diseno de sistemas agricolas mas sostenibles.
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Conclusiones

. Se seleccionaron doce cepas bacterianas candidatas con capacidades promotoras del crecimiento
bacteriano con base en la caracterizacion bioquimica tomando como prioridad la fijacion de
nitrégeno para la secuenciacion de genoma completo.

. Se completaron exitosamente diez ensamblajes de genoma completo de las bacterias candidatas,
con base en sus resultados de calidad, se determiné que el algoritmo mas apropiado para
la secuenciacion de genoma fue SPAdes, debido a que result6 en los ensamblajes menos
fragmentados.

. Se identificaron genes implicados en la ruta de fijacién de nitrogeno, particularmente regulada
por el oper6n nif, sin embargo, no fue posible determinar todos los genes necesarios para el
completo funcionamiento del complejo nitrogenasa, posiblemente por la fragmentacion en el
ensamblaje y por la variabilidad que existe en estos genes.

. Se identificaron exitosamente genes implicados en la producciéon de TAA, aumento en la
biodisponibilidad de fosforo, produccion de sideréforos y con un potencial para el control
biolégico de Fusarium.

. Las cepas estudiadas no presentaron tener un potencial de patogenicidad a humanos debido a
que se determind pocos genes que, a pesar de ser factores de virulencia, no son intrinsicamente
patogénicos. Asimismo, no se determind genes para la produccion de endotoxinas. Se
identificaron pocos genes que codifican a factores de virulencia asociados a los géneros
determinados en este estudio, sin embargo, ninguna cepa fue reportada como productora de
endotoxinas.

. Se planteo exitosamente un sistema de edicion génica para el mejoramiento en la fijacion de
nitrégeno en B. subtilis a través de una transformacion con un plasmido inducible para clonar
el gen nativo nifA y una edicion génica para realizar un KO del gen nifL.
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Recomendaciones

Primero se recomienda realizar una identificaciéon de una mayor cantidad de genes que componen
el operdn nif a través del diseno de primers degenerados para llevar a cabo una PCR con el propésito
de poder ratificar que las cepas estudiadas si se tienen la presencia de ellos. De igual manera, se
recomienda realizar una curva de nitrogeno para poder cuantificar la capacidad fijadora de las cepas
estudiadas, debido a que la caracterizacion esta limitada a la identificacién de la capacidad, més no
que tan efectivo es. Esto a su vez es importante, debido a que es necesario contar con un método para
evaluar que el sistema de ediciéon génica propuesto si aumente de forma significativa la capacidad
fijadora de nitrégeno.

Como siguientes pasos en la investigacion se recomienda previamente a realizar la edicion génica,
llevar a cabo una secuenciaciéon de genoma completo con una mayor profundidad, con el proposito
de ensamblar un genoma menos fragmentado. De esta manera, se podra obtener una mejor calidad
en la anotaciéon de genes y la caracterizacion de las rutas de interés serd mas completa. Asimismo,
se recomienda llevar a cabo una secuenciacion del gen nifL para poder contar con la secuencia cruda
del gen de B. subtilis para cerciorar la exactitud del diseno de CRISPR para llevar a cabo el KO.

Se recomienda de igual manera complementar los resultados obtenidos en este estudio con
los analisis de antagonismo de las cepas bacterianas, principalmente para evaluar que la cepa
seleccionada para llevar a cabo la edicién génica si pueda ser utilizada en la formulaciéon del
biofertilizante.
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Anexos

Anexo A Analisis bioinformatico

La seccién de Anexos A proporciona informacién especifica de identificacion de cada una de
las especies secuenciadas a través de NGS. Los valores fueron determinados a través de GTDB-TE,
en los cuales se ve el genoma de referencia més cercano, se muestra el algoritmo de inferencia y los
valores de proximidad, Asimismo, se muestran los diagramas de alineamiento entre cada una de las
muestras con su respectivo genoma de referencia a través del algoritmo FastANI

Cuadro 16
Identificacion con GTDB-Tk de la muestra 1AB11
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Nota. Elaboracion propia

Figura 25
Alineamiento de B. tropicus 1AB11 con genoma de referencia por FastANI

Bacilllus tropicus 1AB11

Bacilllus tropicus AOA-CPSI - referencia - CP049019.1

Nota. Elaboracion propia
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Cuadro 17
Identificacion con GTDB-Tk de la muestra 1AP23
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Nota. Elaboracion propia

Cuadro 18
Identificacion con GTDB-Tk de la muestra 2MO6
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Nota. Elaboracion propia

Figura 26
Alineamiento de P. paraglycinae 2MOG6 con genoma de referencia por FastANI

Psewdomonas paraglycinae 2M 06

Psewdomonas pavaglyeinae BML-PPG23 - referencia - NZ_BQHRO1000001.1

1.0MD
Nota. Elaboracion propia
Cuadro 19
Identificacion con GTDB-Tk de la muestra 2MO7
(T r—
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Nota. Elaboracion propia



CAPITULO 12. ANEXOS 90

Figura 27
Alineamiento de P. paraglycinae 2MO7 con genoma de referencia por FastANI

Psendomonas paraglycinae 2MO07

Pseudomonas paraglyeinae BML-PP023 - referencia - NZ_BQHRO1000001.1

1.0 Mo
Nota. Elaboracion propia
Cuadro 20
Identificacion con GTDB-Tk de la muestra 2M012
Hadiz dr Hran
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Nota. Elaboracion propia

Figura 28
Alineamiento de B. subtilis 2MO12 con genoma de referencia por FastANI

Bacillus subrifis 2M12

Bacillus subrifis subsp. subiilis - referencia - NC_000964.3

0.5 Mb
Nota. Elaboracion propia
Cuadro 21
Identificacion con GTDB-Tk de la muestra 2M014
s g
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Nota. Elaboracion propia
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Figura 29
Alineamiento de P. paraglycinae 2MO14 con genoma de referencia por FastANI

Psendomonas paraglycinage 2014

Psendomonas paraglyeinae BML-PPO23 - referencia - NZ_BQHRO1000001.1

0 M
Nota. Elaboracion propia
Cuadro 22
Identificacion con GTDB-Tk de la muestra JMO3
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Nota. Elaboracion propia

Figura 30
Alineamiento de A. baumannii 4MOS3 con genoma de referencia por FastANI

Avcinerobacter bawmannii 4MO3

Acinetobacter bawmannii K09-14 - referencia - NZ_CP043953.1

F ———
0.5 Mb
Nota. Elaboracion propia
Cuadro 23
Identificacion con GTDB-Tk de la muestra 4MO3
B Ay 1-h-
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Nota. Elaboracion propia
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Figura 31
Alineamiento de P. canadensis 2AP13 con genoma de referencia por FastANI

Psendomeonas canadensis 2API13

350w
[ f | il -
Psendomonas canadensis Feb=92 - referencia - NZ_AYTDOL0OOMM] 3.1
1.0 M
Nota. Elaboracion propia
Cuadro 24
Identificacion con GTDB-Tk de la muestra 2AP16
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Nota. Elaboracion propia

Figura 32
Alineamiento de P. canadensis 2AP16 con genoma de referencia por FastANI

Psendomonas canadensis 2AP16

1.0 Mb
Nota. Elaboracion propia
Cuadro 25
Identificacion con GTDB-Tk de la muestra 2AP12
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Nota. Elaboracion propia
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Anexo B Sistema de clonacién

En el anexo B, se muestra cémo se realizaré la clonacién del gen regulador transcripcional,
nifA, en cada uno de los plasmidos inducibles para la transformaciéon bacteriana. Se muestran las
regiones de corte, asi como también las enzimas de restriccion propuestas y las regiones de ligacion.
El diagrama fue generado a través del software Snapgene.

Figura 33
Propuesta de clonacion del gen nifA en los plismidos inducibles

.lx.l
Acul (30) Mfel (163) Hpal - Hincll (479)
EcoS7MI Clal®* - BspDI* (177 BbwCl - Bpul0l (485)
Taqll (41) Mspl - Sphl (208) MspALl (545
Bisl (88) Nsil (210) Sacll [546)
1 Btsal Ndel (288) - BssHIT
(0) Srart Apol (150) Ahdl (297) BseRI [473) End [6286)
|
Z00T 2001 so0T
B.
AT Ascl ARTL Ascl
(6775) (6545) i1 {620) afll Ascl
| |
Fragment Product
= + e 3 (. ot )
(= e —
...ggc cgegeeg. . . TTAAGAT. . . GGG ...QgcTTAAGAT. . . GGGCGCGCEY. . .
...CCQaatt gge. .. CTA...CCCGEGE ...CCQAATTETA. ..CCCBLGEgQC. . .

Nota. Elaboracion propia

Anexo C Metadatos de secuenciaciéon

En el anexo C se muestran los valores crudos de cada una de las muestras extraidas de ADN
de las bacterias candidatas. Se muestra el OD600 estandar para cada una de las extracciones, la
concentracion de ADN genémico medido en el Nanodrop, la pureza en relacion A260,/280 y A260/230,
por ultimo se muestran también la concentraciéon de ADN genomico medida en el fluorémetro
Quantus.

Se muestran los valores de estandarizacion para las bibliotecas genémicas y cuanto espacio
del cartucho de secuenciacion representa cada muestra. Asimismo, se muestran los geles de calidad
de las bibliotecas para la evaluacién de la molaridad de cada una de las muestras.
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Cuadro 26

Pureza y concentracion para las bibliotecas gendmicas

o trfllc)cién Cepa OD 600 ﬁi’;‘;ﬂ;‘;p A260/280  A260/230 ?;‘ga/'l‘i“]s
1 1AB11 NA 7,30 1,77 1,58 0,706
2 1AB21 NA 7,70 2,09 1,96 0,661
3 1AP23 NA 12,40 1,88 2,01 4,37
4 2MO6 NA 21,60 1,93 1,99 6.5
5 2MO7 NA 20,70 1,94 2,13 6,2
6 2MO12 NA 17,30 1,51 0,71 1,71
7 2MO14 NA 19,10 2,04 1,12 5,5
8 4AMO3 NA 7,00 1,65 1,29 3,79
9 2AP13 NA 15,50 2,02 227 7
10 2AP16 NA 15,80 1,85 1,51 7
. tr?c)cién Cepa OD 600 N{;’;‘;ﬂ;‘;p A260/280  A260/230 ?;‘ga/'l‘l:‘]s

11 1AB11 2.61 172.5 224 2 9,6
12 1AB21 2.7 282.3 2.26 221 6
13 1AP23 0.85 87.6 2.15 2.43 9,9
15 2MO7 1.13 188.5 2.01 2.29 38
16 2MO12 0.54 103.2 1.53 0.62 11
17 2MO14 1.13 179.4 1.98 22 57
18 4AMO3 1.76 256.3 1.78 1.71 38
19 2AP13 1.49 124.2 1.92 1.37 53
20 2AP16 1.77 101 1.99 2.06 48

Nota. Elaboracion propia
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Cuadro 27
Preparacion de bibliotecas genomicas

1D Concentracion Volumen mx para Volumen H20 Bibliotecas  Tamaiio
extraccion en 30ulL obtener 100ng parasl;:eﬁar A ng/ul Mpb

1 21,18 141,6 -111,6 1,030 6
2 19.83 151,3 -121.3 0,843

3 131,1 22,9 7,1 1,430

4 195 15,4 14,6 3,88 4
5 186 16,1 13,9 2,92 4
6 51,3 29,2 0,8 6,6

7 165 18,2 11,8 0,747

8 113,7 26,4 3,6 0,800

9 210 14,3 15,7 1,710

10 210 14,3 15,7 3,180
D Concentracion Volumen mx para Volumen H20 Bibliotecas  Tamafio

extraccion en 30ulL obtener 100ng parasl(:fl%ar A ng/ul Mpb

11 288 20,8 9,2 0,221

12 180 30,0 0,0 4,17 6
13 297 20,2 9.8 2,72 6
15 1140 5,3 24,7 0,249

16 330 18,2 11,8 0,316 4
17 1710 3,5 20,5 2,7 9
18 1140 5,3 24,7 1,39 4
19 1590 3,8 26,2 2,88 3
20 1440 4,2 25,8 1,69 3

Nota. Elaboracion propia
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Figura 34
Calidad de bibliotecas de las muestras 1-10

Nota. Elaboracion propia

Figura 35
Calidad de bibliotecas de las muestras 11-20
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Nota. Elaboracion propia
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Anexo D Protocolos

S0P 19
Proyecto Suelos Ingenio Magdalena

Procedimiento Normado de Operacidn
Péginas Totales:

Extraccién de ADN bacteriano con Qiamp(r) DNA | Autores: Andrés Say-Agosto, Mellissa
mini and blood Mini Handbook Caballeros, Isabella Garcia Calfaro.

1. Propisito

Llevar a cabo una extraccion de ADN gendmico de bacterias en suspensidn para andlisis superiores como PCR y
secuenciacian.

2. Aplicacién

La extraccidn de ADN tiene diversas aplicaciones, esta permite levar a cabo estudios moleculares para la
identificacidn de marcadores especificos a través de PCR. Se puede utilizar los resultados para evaluar la presencia
de un gen, en ADN comunal o ambiental puede amplificarse un gen conservado para llevar a cabo DNA barcoding
o metagendmica. Asimismo, se utiliza para llevar a cabo secuenclacidn de genoma completo de bacterias aisladas.

3. Referencias
N/A

4. Terminologia
1.1. WBI1: Wash buffer |
1.2. WBZ: Wash buffer 2
1.3.

5. Documentos asociados
L4. Qiagen. (s.£). QlAamp® DNA mini and blood Minl Handbook.
hitps:www glagen com/us/resources/resourcedetall ?id = G2a200d6 - fafd -4 69b-h50 -
2h59cf73B962& lang=en
L.5. Quantifluor(R) dsDNA Systemn. hups:/'worldwide promega com/es-es/products/rna-
analysis/dna-and-rna-gquantitation/quantifluor-dsdna-system/?catMum=E2671

6. S eguridad
L.6G. Debe de tomarse condiciones especiales en caso de:
6.1.1. Formacidn de aerosoles.
6.1.2. Trabajo con grandes cantidades o concentraciones de microorganismos.
Concentraciones elevadas se necesita trabajar en campana de flujo laminar para evitar
propagacidn de aerosoles.

6.1.3. Exceso de materlal o personal.
L.7. Aplicar practicas estandarizadas en laboratorio
6.1.4. Lavado frecuente de manos, especialmente después de quitarse los guantes y
antes de salir del laboratorio.
6.1.5. Mantener una puerta cerrada mientras se trabaja.
6.1.6. Limitar el acceso al laboratorio.
6.1.7. Mo fumar, comer, beber, o almacenar alimentos en el laboratorio.
6.1.8. Colocar especial atencidn en condiclones en las que se puedan crear

salpicaduras y aerosoles .
6.1.9. Descontaminar superficies de trabajo después de uso y despuéds de cualquier
derrame.
6.1.10.  Descontaminar desechos del laboratorio o mandarlos a planta de tratamiento.
6.1.11.  Utilizar pipetas mecdnicas (no usar la pipeta por medio de succidn oral).
6.1.12.  Ser precavido al usar objetos punzantes.
6.1.13.  Mantenimiento de un programa de control de insectos v roedores.
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6.1.14.  Uso de equipo de proteccidn personal (bata de laboratorio, guantes de latex v
proteccion para los ojos o mascaras para el rostro).

7. Equipo, materiales y reactivos

1.8. Equipo
7.1.1. Fluordmetro Quantus ™ Fluorometer Promega
T.1.2 Centrifugadora
7.1.3. Microcentrifuga
T.14. Virtex
T.1.5 Bafio maria

1.9. Materiales/ Cristaleria
7.1.6. Micropipetas pl0
T.LT. Micropipetas p 100
T.1.5. Micropipetas p1000
7.1.8. Puntas de micropipetas
7.1.10.  Microtubos de 0.2 mL
7.1.11.  Microtubos de 0.6 mL
7.1.12.  Microtubos de 1.5 mL

1.10. Reactivos
T7.1.13. ATL
T.1.14. AL
T.1.15. WE1
T7.1.16. WEB2

7.1.17.  Etanol absoluto

T.1.18. Agarosa

7.1.19. Buffer TEBE 1X

T7.1.20. Tracki™ 100 bp DNA Ladder

T.1.21. Crelfted Nucleile Acid Stain 100tk DAMSO

1.11. Medicamentos
7.1.22. M A
112, Material bioldgico

7.1.23. ADN extraido de cepas bacterlanas
8. Procedimiento

1.13. Preparacidn del cultivo en medio liguido
1.13.1.  Inocular una colonla aislada en agua peptonada y dejar incubar ON a 37°C
con 1,5000 rpm de agltacidn
1.14. Extraccidn de ADN

4.1 Agregar 1 mL de la suspensidn bacteriana ON a un microtubo de 1.5 mL v
centrifugar a 7,500 rpm/5000g
420 Agregar 180 ul. de Buffer ATL
4.3, Agregar 20 ul. de proteinasa K y vortexear. Incubar a 56°C durante 3h
mezclando por vortex (minimao) tres veces cada hora
4.4, Realizar un spin-down de los micrombos de 1.5 mL
4.5, Dependiendo si se quiere ADN gendmico libre de ARN realizar lo sigulente:
1.14.5.1.  LIBRE de ARN: Agregar 4 ul. de ENasa A 100 mg/mL y vortexear
por 15s. Posterlormente, incubar a temperatura ambiente por 2 minutos.
Realizar un spindown y agregar 200 ul. de buffer AL. Mezclar por vortex e
incubar a T0°C por 10 minutos. Realizar un spin dowm
1.14.5.2.  NO libre de ARN: Agregar 200 ul de buffer AL, vortexear por 155
e incubar a T0°C por 10 minutos. Realizar un spin down.
4.6, Agregar 200 ul. de etanol absoluto y vortexear por 15s. realizar un spin
down
4.7, Agregar todo el contenido de los microtubos a una columna de extraccidn y
centrifugar a 8,000 rpm/6000g por 1 minuto. Descartar el tubo de coleccidn y colocar
la columna en un tubo nuevo
4.8, Agregar 400 ul. de Buffer AW1 (evitar la formacidn de espuma) ¥
centrifugar a 8,000 rpm/6,000g por 1 minuto. Descartar el tubo de coleccidn y
colocar la columna en un nuevo tubo
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1.15.

e

—

1490 Agregar 500 ul. de Buffer AW2 vy centrifugar a 14,000 rpm/20,000g por 3

minutos

1410, Descartar el tubo de coleccidn y colocar la columna en un nuevo tubo y

centrifugar a velocldad méxima por 1 minuto

1411, Colocar la columna en un microtubo de 1.5 mL v agregar 50 ul. de Buffer

AE, posteriormente, incubar por 1 minutos a temperatura amiente y centrifugar a
B.000 rpm/6,000g 12, Repetir el paso anterior
Medir la concentracian utilizando Quantus

1510 Temperar los reactivos de Quantifluor(R) dsDNA system
152, Calibrar el equipo preprando dos microtubos de 0.6 Quantifiuor con lo

siguiente:
1.15.2.1.  Para el blanco, 200 ul del reactive Quantifluor dsDNA System
11522, Para la referencia, 198 ul. del reactivo Quantifluor dsDMNA System
v 2 uL. del reactivo lambda

153, Realizar un vortex a las muestras v un Spin-Down

154, Incubar las muestras por 10 minutos a oscuridad

J15.5.  Realizar un vortex a las muestras v un Spin-Down

156, Realizar la medicidn del blanco y la referencia

5.7, Preparar las muestras de ADN agregando en un microtubo de 0.6

Quantifluor 198 ul del reactivo Quantifluor dsDNA System y 2 uL. de la muestra de
ADN

A58, Vortex y Spin-Down

159, Incubar por 10 minutos a oscuridad
1510, Vortex y Spin-Down

1511, Realizar las mediciones

99
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SOP 18
Proyecto Suelos Ingenio Magdalena

Procedimiento Normado de Operacidn
Paginas Totales:

Amplificacién del gen 165 Autores: Andrés Say-Agosto, Mellissa
Caballeros, Isabella Garcia Calfaro.

1. Propisito

Realizar una PCR para la amplificacian del gen ARN ribosomal 165 de bacterias para su posterior identificacidn
a través de secuenclacidn.

2. Aplicacién

La reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR) es una tecnologia empleada para amplificar una determinada
secuencia de ADN, lo que facilita el aislamiento, la secuenciacion o la clonacidn del segmento amplificado. La
PCR encuentra aplicaciones en diversos estudios, especialmente en microblologia, abarcando la clonaclén de
ADN, Sputhern blotting, secuenciacion de ADN e Innovaciones en la tecnologia del ADN recombinante. También
se utiliza en microbiologia clinica para identificar bacterlas patdgenas vy en estudios forenses para la identificacidn
de criminales.

Las bacterias pueden identificarse mediante PCR para amplificar las reglones 165 y/o 185, mientras que los
hongos filamentosos v las levaduras se identifican a través de la reglan [TS. Esta técnica ampliamente utilizada
ayuda a la identificacidn de cepas, normalmente a nivel de género. El proceso de identificacidn se basa en el
analisis de una o dos regiones del ADN ribosdmico. Por ejemplo, en la secuenciacidn 165, se secuenclan los
primeros 1.000 nucledtidos del gen, incluidas las zonas hipervariables con la mayoria de las diferencias
nucleotidicas entre especies. Al comparar las secuencias obtenldas con las de las bases de datos piblicas, las cepas
pueden asignarse con seguridad a una especie especifica si el porcentaje de homologia es del 99% o superior.

3. Referencias
M/A

4. Terminologia
L.1. PCR: Reaccidn en cadena de la Polimerasa
1.2, Primer: Secuencia corta de nucledtidos complementarios a la regidn de ADN que se desea
amplificar.

3. Documentos asociados
1.3. Promega (s.f). GoTaq(r) G2 Hot Start Colorless Master MX Protocol.
https:/www . promega.com/-media/files/resources/protocols/product-information-
sheets/g/potag-g2-hot-start-colorless-master-mix-
protocol pdf?rev=ccdedte2 1 {5246e08a91344f2cf4abeb & se_lang=en
6. S eguridad
1.4. Debe de tomarse condiciones especiales en caso de:
6.1.1. Formacidn de aerosoles.
6.1.2. Trabajo con grandes cantidades o concentraclones de microorganismos.
Concentraciones elevadas se necesita trabajar en campana de flujo laminar para evitar
propagacidn de aerosoles.

6.1.3. Exceso de materlal o personal.
1.5. Aplicar pricticas estandarizadas en laboratorio
6.1.4. Lavado frecuente de manos, especialmente después de quitarse los guantes y
antes de salir del laboratorio.
6.1.5. Mantener una puerta cerrada mientras se trabaja.
6.1.6. Limitar el acceso al laboratorio.
6.1.7. Mo fumar, comer, beber, o almacenar alimentos en el laboratorio.
6.1.8. Colocar especial atencidn en condiclones en las que se puedan crear

salpicaduras y aerosoles .

100
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6.1.9. Descontaminar superficies de trabajo después de uso y después de cualguier
derrame.

6.1.10.  Descontaminar desechos del laboratorio o mandarlos a planta de tratamiento.

6.1.11.  Utilizar pipetas mecdnicas (no usar la pipeta por medio de succidn oral).

6.1.12.  Ser precavido al usar objetos punzantes.

6.1.13.  Mantenimiento de un programa de control de insectos y roedores.

6.1.14.  Uso de equipo de proteccidn personal (bata de laboratorio, guantes de latex y

proteccion para los ojos o mascaras para el rostro).

7. Equipo, materiales y reactivos

1.6. Equipo
T.1.1.

Termociclador

1.7. Materiales/ Cristaleria

T.12. Micropipetas plQ
7.1.3. Micropipetas p1(H
T.1.4. Micropipetas p1000
T.1.5. Puntas de microplpetas
7.1.5. Microtubos de 0.2 mL
1.8. Reactivos
7.1.T. Hot Start Master Mix
7.1.8. Agua libre de nucleasas
7.1.8. Agarosa
7.1.10.  Buffer TBE 1X
T.1.1L Tracklr™ 100 bp DNA Ladder
7112, Gelfed Nuclele Ackd Stain 1000y DMSO
1.5. Medicamentos
7.1.13. M/A
1.10. Material bioldgico
7.1.14.  ADN extraido de cepas bacterlanas
8. Procedimiento
L.11. PCR de colonia
1.11.1.  Inocular una colonia en un microtubo de PCR.
1.11.2.  Incubar las muestras en un termociclador a 95°C por diez minutos
1.11.3.  Realizar alicuotas de los primers 27F y 19421 para que estén a 10 ub
1.11.4.  Realizar un master Mix multiplicando los sigulentes volimenes por el
nimero de muestras. Como se presenta en el siguiente cuadro:
Componentes Concentracidn Concentracidon final Volumen agregado
inicial (pL)
Buffer 2x GoTag® 2x Ix 7.5
Primer 27f 10 pM 1.5 pM 1
Primer 1492r 10 pM 1.5 pM 1
H20 . . 5.5
1.11.5.  Posteriormente, realizar la amplificacidn del gen 165 Siguiendo la siguiente
configuracidin para el termociclador:
Etapa Temperatura (°C) Tiempo (min) Ciclos
Desnaturalizacién 95 5:00
inicial 1
Desnaturalizacién 95 0:4
Alineamiento 56 0:4 ao
Extension 72 1:5
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Extensién final 72 15:00 1
Almacenamiento 4 w0 1
1.11.6.  Ewvaluar los prodcutos mediante un gel de electroforesis de agarosa al 1%.
112 PCR 165 De ADN extraido
1.12.1.  Medir la concentracion de ADN en Quantus o en el NanoDrop
1.12.2.  Realizar una dilucidn de tal manera que todas las muestras tengan una
normalizacidn de 50 ng/ul
1.12.3.  Seguir la sipulente receta de PCR
Componentes Concentracidn Concentracidén final | Volumen agregado
inicial (pL)
Buffer 2x GoTag® 2x 1x 7.5
Primer 27f 10 pM L5 pM 1
Primer 1492r 10 pM 1.5 pM 1
ADN 50 ng/mL 100 ng 2
H20 . . 3.5
1.12.4.  Posteriormente, seguir la configuracion de amplificacidn descrita

previamente en el inciso 1.11.5 y evaluar los productos de PCR a través de una
electroforesis en gel de agarosa al 1%
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SOP 2

o ] Proyecto Suelos Ingenio Magdalena
Procedimiento Normado de Operacion

Paginas Totales: 6

Autores: Isabella Garcia Caffaro, Aouda
Identificacion fenotipica de microorganismos Sanchez, Valeria Ochoa
fijadores de nitrégeno

1. Proposite
Entre los organismos de la microbiota en una muestra de suelo degradado por la actividad agricela y aplicacion
de agroquimicos, identificar e aislar aquellos capaces de fijar nitrégene para aprovechamiento por ofros
orgamismos, es decir, de transformar el mitrogeno atmeosferico (N;) en formas organicas accesibles, como

amoniaco (NHy) o nitratos (N0

1. Aplicacion

El ciclo del nitrégenc es uno de lo cicles bioguigeoquimicos esenciales para la supervivencia v desarrollo de vn
ecosistema, en el cual el nitrogeno atmosférico se hace biodisponible para otros, especialmente vegetales, que lo
utilizan para fabricar aminedcidos vy acidos nucleicos (Auvdeserik, Audeserik, & Bwyers, 2012). Esta
transformacion es mayoritariamente realizada en la naturaleza por bacterias, mediante la fijacion de nitrogeno
(Mendes dos Santos, Escobar, Bentes, & Cid, 2020) estos organismos son denominados diazotrofos (Baldani,
Reis, VIdeira, Boddey, & Divan, 2014). El cultive v adicion de erganismos fijadores de nitrogeno a manera de
biofertilizantes a los suelos agricolas es una alternativa a la aplicacion de ferfilizantes quimicos, previmendo asi
la erosién y disminueién de diversidad y resiliencia del suelo (Vega, 2017).

3. Referencias

3.1. Angel R Nepel M. Panhélzl C., Schmidt, H., Herbold, C. W, Eichorst, 5. A, & Woebken, D. 2018,
<<Evaluation of primers targeting the diazotroph functional gene and development of NifMAP - A
bioinformatics pipeline for analyzing nifH amplicon data>>. Frontiers in Microbiology, 9(APR):1-15.
https://dod.org/10.3389/fimick. 2018.00703

3.2. Marusina, A. I, Boulygina, E. 5., Kuznetsov, B. B., Tourova, T. P, Eravchenko, I. K., & Gal'chenko, V. E.
2001. ==A system of oligenucleotide primers for the amplification of nifH genes of different taxenomic
groups of prokaryotes>>. Microbiology,70(1):73-78. hitps:/'dod.org/10.1023/A: 1004849022417

3.3. Mendes dos Santos. B, Escobar. P., Bentes, L., & Cid, E.2020. << Use of Plant Growth-Promoting
Fhizobacteria in Maize and Sugarcane: Characteristics and Applications™>>_ Franfiers in Sustainable
Food Systems, 4. doi:10.3389/fsufs 2020.00136 .

34

4. Terminologia
4.1. Diazotrofico: Nombre otorgado a las bacterias capaces de fijar nitrogeno, es decir, transformar mediante su
metabolismo el nitrégeno atmosférico en formas biodisponibles (Baldani, Reis, VIdeira, Boddey, & Divan,
2014).
4.2, Medio selective: Medie nutritive para el cultivo de microorganismos gque inhiben el desarrollo de algunoes
organismos, dando lugar o promoviendo el de otros de interés (Rodriguez & Zhurnenko, 2018).
5. Documentos asociados
5.1. Aundesenk T, Audesenik, G., & Byers, B. 2012 << Biologia: La vida en la Tierra con Fisiologia=>.
Meéxico : Pearson Educacion de México.
5.2. Alves. A, Forzani, M., de Souza. E., Sibov, 5. & Goncalves, I. 2016. <<Isolation and selection of plant
promoting bacteria assoctated with sugarcane>>. Pesguisa Agropecuaria Tropical, 46(2). pp. 149-158.
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3.3, Boldani, J, Reis, V, Videira, 5., Boddey, L. & Divan, V. 2014, <<The art of isolating nitrogen-fixing
bacteria from non-leguminous plants using N-free semd-solid media: a practical guide for
microbiologists=>=. Plant Soil. DOIL: 10.1007/511104-014-2186-6

54. Gomez, B., Famirez, J, Veloz, F., Gasca, ]. & Herrera, [. 2014, <<Ajsslamiento v caracterizacion de
bacterias de la rizésfera de guavaba con capacidad promotera de crecimiento de las plantas=>.
Departamento de Ingenieria Agroindusirial de la Universidad de Guanajuato.

3.5 Rodriguez, C. & Zhurbenko, B 2018, <<Manual BioCen de Medios de Cultive™>. Cuarta Edicion. Cuba:
Centro Nacional de Biopreparados.

3.6. Tsegaya, Z., Yimam M., Bekele. D Chaniyalew, 5. & Assefa F. 2019 <<Characterization and
Identification of MNative Plant Growth-Promoting Bacteria Colonizing Tef (Eragrostis Tef) Rizosphere
During the Flowering Stage for A Production of Bio Inoculants. Biemedical Journal of Scientific &
Technical Research.

3.7. Vega, C. 2017. <<Trabajo de fin de grado: Problemas ambientales y de salud derivados del uso de
fertilizantes nitrogenados>=> Universidad Complutense:

LR JA SN

Seguridad
6.1. Debe de tomarse condiciones especiales en caso de:
6.1.1. Formacion de aerosocles.
6.1.2. Trabajo con grandes cantidades o concentraciones de microorganismeos. Con concentracionss
elevadas se necesita trabajar en campana de flujo lanunar para evitar propagacion de aerosoles.
6.1.3. Exceso de material o personal.
6.2. Aplicar practicas estandarizadas en laboratorio
6.2.1. Lavado frecuents de manos, especialmente después de quitarse los guantes y antes de salir del
laboratorio.
6.2.2. Mantener una puerta cerrada mientras se trabaja.
6.2.3. Limitar el accesc al laboratorio.
2.4, Mo fumar, comer, beber, 0 almacenar alimentos en el laboratorio.
6.2.5. Colocar especial atencion en condiciones en las que se puedan crear salpicaduras v aerosoles.
6.2.6. Descontaminar superficies de trabajo después de uso y después de cualquier derrame.
6.2.7. Descontaminar desechos del laboratorio o mandarlos a planta de tratamiento.
6.2.8. Utilizar pipetas mecanicas (0o usar la pipeta por medio de succion oral).
6.2.9. Ser precavido al usar objetos punzantes.
6.2.10. Mantenimiento de un programa de control de insectos v roedores.
6.2.11. Uso de equipo de proteccion personal (bata de laboratorio, guantes de latex v proteccion para los
ojos o mascaras para el rostro).

Equipo, materiales y reactivos
7.1. Equipo
7.1.1. Balanza semianalitica
7.1.2. Estufa con agitacion magnética
7.1.3. Agitador magnético
7.14. Probeta de 1~-L
7.1.5. Beaker de 80mlL.
7.1.6. Autoclave
7.2. Materiales/ Cristaleria
7.2.1. Tubos de ensayo o viales de 10mlL.
7.2.2. Asas microbiologicas en puata.
7.2.3. Erlenmevyer 1L
7.2.4. Papel encerado
7.2.3. Tubos ependorff 0.2ml
7.2.6. Puntas de micropipeta
7.2.7. Micropipetas
7.3. Reactivos
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7.3.1. Acido malico
732 K .HPO,
7.3.3 Mg50.*TH,O
7.3.4. NaCl
7.3.5. CaCly
7.3.6. Azul de bromotimol
7.3.7. KOH
7.3.8. Agar microbiolégico
7.3.9 Na,MoOQ,*2H,0
7310 MnSOs*H,O
7.3.11. H;BO,
7312, CuS04*5H.0
7.313. ZnS05TH.O
7314 Biotina
7.3.15. Piridoxina
7316, FeS0.*THO
7317 NaEDTA
7.3.18. Etanol
7319 Apgua destilada
7.3.20. ADN
7.321. Gotag Mastermix
7.322. hot start Colorless master mix
7.3.23. oligo Forward (Marusina et al., 2001)
. nifH F (3" TGY GAY CCI AAI GCIGA -3")
posicion (115 - 131)
7.3.24. oligo Reverse (Marusina et al., 2001)
. nifH R (5'- GCC ATC ATY TCI CCI GA -37)
posicion (457 - 473)
7325, Agua libre de nucleasas
7.3.26. Agarosa
7.3.27. Escalera 1000pb
7.3.28. Bromuro de Etidio 10mg/ml
7329 Loading dye
7.3.30. Buffer TBE
7.4. Medicamentos
NiA
7.5. Material biologico
7.3.1. Colonias aisladas de agar nutritivo de muestras de suelo
8. Procedimiento
2.1. Preparacion de soluciones necesarias para el medio semisolido libre de nitrogeno NFb
2.1.1. Preparacion de solucién de elementos traza (V~=50mL)
0.00dg de CuS0,*5H,0
0.0012g de ZnSO,*TH.O
0.014g d= H:BO,
0.01g de Na:MoOy*2H.O
0.01175g de MnS0,*H,0
2.1.2. Preparacion de solucién vitaminada (V~=30mL)
Se disuelven en 50mL de agua destilada en calor 0.0005g de Biotina v 0.001g de piridoxina. Esta
solucion no se esteriliza en el antoclave, sino que por filtracion a través de un filtro de 0. 2um.
2.1.3. Preparacion de solucién FeEDTA (Vi=100mL)

. Hervir agua destilada.
. Agregar 0.069g de Fe30.*TH-0 v 0.093g de NaEDTA en & mL del agua en ebullicion.
. Inmediatamente, aforar a 100mL con agea destilada fria

2.2, Preparacion del medio de cultive (Vi=1000mL)
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8.2.1. Se agregaron a 1 L de agua destilada los siguientes componentes, con agitacion continua y calor.
(Exactamente con el mismo orden)

. 5g de acido malico
. 0.5g de K;HPO,
L] 0.1g de NaCl
L] 2mL de la mezcla de elementos traza
. 2ml de azul de bromotimol al 3% (disuelto en etanol)
. 4mL de la solucion de FeEDTA al 1.64%
. 4g de KOH
. 1.75g de agar bacteriologico.
8.2.2. Llevar a ebullicién
823 Ajustarel pHa 6.5
8.2.4. Esterilizar el medio
8.2.5. Dejar enfriar 1a solucion, cuando ésta hava alcanzado los ~40°C, agregar:
. 1 mL de la solucién vitaminada.
. Solucion CaCl2 filtrada (0.02g en 5ml agua)
. Solucion MgSed *TH:O filtrada (0.2g en 3ml agua)
8.2.6. Verter ~3 mL por tube en tubos de ensayo. Agitar cada vez que se vierta para asegurar
hemeogeneidad.

Inoculacion e incubacién

2.3.1. Inocular el medio con asa de agnja pinchando en el medio.

8.3.2. Seguir el procedimiento de SOP 1 “Muestreo de Suelos, diluciones seriadas y aislamiento de
microorganismos en el suelo” en el apartado de © Inoculacion en agares selectivos y diferenciales™

8.3.3. Incubar durante 7-10 dias sin agitacién a 30°C y observar la formacion de peliculas bacterianas.
Las primeras podran ser observadas tras 2-3 dias de inoculacién vy el conteo se puede efectuar tras
3-7 dias.

. Las bacterias capaces de fijar nitrogeno creceran formando una pelicula bajo la superficie del
medio. Las bacterias incapaces de fijar nitrogeno no creceran en el medio.

8.3.4. Re-aislar las colonias en un medio solido utilizando un asa microbiolégica en anillo.

8.3.5. Este procedimiento debe ser repetido 3 veces con las colonias “positivas™ para asegurarse de que el
crecimiento no se debe a restos de nitrégeno organico presente en la solucion eriginal

Luego... Llene un cuadro con la siguiente informacion.
Cadigo de colonia

Prueba realizada

Reaccion positiva o negativa y cuantificacion si se obtuvo
Observaciones

Fotografia

84, PCR de confirmacion del gen NifH

8.4.1. Colocar en un tubo eppendorf libre de nucleasas:

Reactivo Volumen final 1rxn
Go Taq master mix T.5u
oligo nifH F (10uM) 075
olizo nifH_R (10uM) 075
ADN o Colonia 1l
Apgua libre de mucleasas Spl

106
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TOTAL 15pl

£.4.2. Realizar un control negative sin ADN templete

243 Utilizar el siguiente programa

Paso Temperatura “C Tiempo # Ciclos
desnamesizcsin “ ot
Anillamiento 50 3 min !
Extension 72 3 min
Desnaturalizacién a4 30seg
Anillamiento 50 2 min 3
Extension 72 30seg
Desnaturalizacion 94 30seg
Amnillamiento 40 30seg 30
Extension 72 30seg
Extension final 72 Tmin. 1
4 Indefinido 1
{Marusina et al_, 2001)
Paso Temperatura °C Tiempo # Ciclos
Desnaturalizacion 94 30 seg
Anillamiento 52 45 seg 35
Extension 72 30 seg
Extension final 72 10 min 1
4 Indefinido 1

{Angel et al, 2018)

821 Electroforesis
£.2.1.1 Preparar buffer TBE 1x
2212 Paravisualizar el resultado del PCR realice una electroforesis
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2213 Realizar un gel de agarosa de 1.5% con 0.45g de agarosa v 30m! de buffer TBE 1X, luego que se
haya disuelto la agarosa en microondas (30 seg * 30 seg y agitar)

2.2.1.3.1 Apgregar bromuro de etidio 100X (15 ml de gel - 1ul de bromuro de etidio v 30ml de gel - 2ul de
bromuro de etidio)

2214 Dejar que 2l gel se solidifique

2215 Cargar el gel (pozos mas cerca del lago negative)

8.2.1.6 Llenar la camara de electroforesis con buffer TBE 1X

2217 Cargar el gel (Tul de muestra con loading dye v escalera de 100bp)

8.2.1.7.1 Tamafio esperado de producte 370bp
2218 Correrel gel por (30min) a 100valtios.
2219 Visualizar utilizando transiluminador

9. Esterilizacion de material
Es necesario esterilizar el medio de cultivo v contar con puntas estériles.

10. Calculos
No aplica
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S0P 21
Proyecto Suelos Ingenio Magdalena

Procedimiento Normado de Operacidn

Paginas Totales:

Secuenciacién de genoma completo de bacterias | Autores: Andrés Say-Agosto, Isabella
Garcia Caffaro, Josué Castafion.

1. Propdsito

Realizar una secuenciacidn de genoma completo a través de secuenclacidn de nueva generacian con el kit
Hlumina DNA Prep.

2. Aplicacién

La secuenclacion de genoma completo permite obtener lecturas de secuenclas de ADN de una muestra para
posterlormente realizar un ensamblaje y realizar andlisls a través de gendmica funcional y gendmica comparativa.
El kit de [fumina ONA Prep ofrece un flujo de trabajo ripldo v facil de aplicar la prepracidon de bibliotecas
gendmicas, amplicones e incluso plismidos.

3. Referencias
N/A

4. Terminologia
4.1. WGS: Secuenciacidn de genoma completo
4.2, NGS: Secuenciaciin de nueva generacidn
4.3. BLT: Bead-Linked Transposomes
4.4. TWB: Tagment wash Buffer
4.5. TB1: Tagmentation Buffer I
4.6. TSB: Tagment Stop Buffer
4.7. EPM: Enhanced PCR Mix
4.8 SPB: Sample purification Beads
4.5 RSB: Resuspension Buffer

5. Documentos asociados
5.1 Mumina. (s.£). Mumina DNA Prep Reference Guide. https:fwww. lllumina.com/products/by-
type/sequencing-kits/library-prep-kits/illumina-dna-prep. html
5.2, Promega. (s.f.). Quantifluor(R) dsDNA System. https:/worldwide promega.com/fes-
es/products/ma-analysis/dna-and-rna-quantitation/quantifluor-dsdna-system/ZcatNum=E267 1

6. S eguridad
6.1. Debe de tomarse condiciones especiales en caso de:
6.1.1. Formacidn de aerosoles.

6.1.2. Trabajo con grandes cantidades o concentracliones de microorganismos.
Concentraciones elevadas se necesita trabajar en campana de flujo laminar para evitar
propagacidn de aerosoles.

6.1.3. Exceso de materlal o personal.
6.2. Aplicar pricticas estandarizadas en laboratorio
6.2.1. Lavado frecuente de manos, especialmente después de quitarse los guantes y
antes de salir del laboratorio.
6.2.2, Mantener una puerta cerrada mientras se trabaja.
6.2.3. Limitar el acceso al laboratorio.
6.2.4. Mo fumar, comer, beber, o almacenar alimentos en el laboratorio.
6.2.5. Colocar especial atencién en condiciones en las que se puedan crear

salpicaduras v aerosoles .
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6.2.6. Descontaminar superficles de trabajo después de uso y despuds de cualquier
derrame.

6.2.7. Descontaminar desechos del laboratorio o mandarlos a planta de tratamiento.

6.2.8. Utilizar pipetas mecdnicas (no usar la pipeta por medio de succidn oral).

6.2.9. Ser precavido al usar objetos punzantes.

6.2.10.  Mantenimiento de un programa de control de insectos y roedores.

6.2.11.  Uso de equipo de proteccidn personal (bata de laboratorio, puantes de latex v
proteccion para los ojos o mascaras para el rostrao).

7. Equipo, materiales y reactivos

7.1. Equipo
711 Fluorémetro Quantus ™ Fluorometer Promega
712, Secuenclador Seq T 100
T.1.35 Termociclador
7.1.4. Microcentrifuga

T.1.5. Virtex

7.2. Materiales/ Cristaleria
T.2.1. Micropipetas pl0
722 Micropipetas pl(0
723 Micropipetas p 100D
T.2.4. Puntas de micropipetas
T.2.5. Microtubos de 0.2 mL
7.26. Microtubos de 0.6 mL
T.27. Microtubos de 1.5 mL
T.2.8. Magneto

7.3. Reactivos

7.3.1. BLT

T.3.2. TWB

7.3.3. TE1

7.3.4. TSB

7.3.5. SPB

7.3.6. RSB

T7.3.7. Etanol absoluto

748 Agarosa
7.3.49. Buffer TBE 1X
Fa . Tracki™ 100 bp ONA Ladder
7aur. Celfted Nucleic Acid Stain 1000y DMSO
7.4. Medicamentos
T.4.1. N/
7.5. Material bioldgico
7.5.1. ADN extraido de cepas bacterlanas
8. Procedimiento
8.1. Determinacion de la concentracidn de ADN
B.1.1. Temperar los reactivos de Quantifluor(R) dsDMNA system
8.1.2. Calibrar ] equipo preprando dos microtubos de 0.6 Quantifluor con lo
siguiente:
8.1.2.1. Para el blanco, 200 uL. del reactive Quantifluor dsDMNA System
8122 Para la referencia, 198 ul. del reactivo Quantifluor dsDMNA System
v 2 ul. del reactivo lambda

8.1.3. Realizar un vortex a las muestras y un Spin-Down
.14 Incubar las muestras por 10 minutos a oscuridad
8.1.5. Realizar un vortex a las muestras y un Spin-Down
8.1.6. Realizar la medicidn del blanco v la referencia

8217 Preparar las muestras de ADN agregando en un microtubo de 0.6
Quantifluor 198 ul. del reactivo Quantifluor dsDNA System y 2 ull de la muestra de

ADN
818 Vortex y Spin-Down
8.1.9. Incubar por 10 minutos a oscuridad

8.1.10.  Vortex y Spin-Down
B.1.11.  Realizar las mediciones
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8.2. Tagmentacidn de ADN gendmico Genomic DNA

221 Adiadir de 2 a 30 pL. de ADN en tubos de 1.5mL procurando que el ADMN
este en el rango de 100 a 500ng

.22 Para el caso de los volimenes de ADN sean menaores a 30 anadir agua libre
de nucleasas hasta aforar a 30 pL

B.23. Mezclar de forma vigorosa con vortex el BLT durante 10 segundos hasta
resuspender. Repetir s es necesario.

B.24. Combinar los siguientes volimenes para preparar el master mix de tagment.
Multiplicando cada volumen por el mimero de muestras procesadas

s BLT (11 pL)

o TBI(11pL)
B.2.5. Con ayuda de un vortex mezclar el master mix hasta que se resuspenda.
B.26. Transferir 20 pL del master mix a cada uno de los tubos que posee una
MUESITa.
B.2.7. Mezclar por pipeteo 10 veces cada una de las muestras para resuspender la
MUEstra.
B28. Cerrar los tubos v llevarlo al termociclador con el siguiente programa TAG:
Etapa Temperatura (*C) Tiempo (min)
Pre-calentamiento 100
Incubacidn 55 15
Almacenamiento 10

8.3. Limpieza post-tagmentacion
831 Agregar 10 ul. de TSE a la reaccidn de tagmentacidn

8.3.2 Resuspender lentamente por pipeteo 10 veces las perlas
8.3.3. Cerrar los tubos ¥ llevarlo al termociclador con el siguiente programa PTC:
Etapa Temperatura (*C) Tiempo (min)
Pre-calentamiento 100
Incubacidn arc 15
Almacenamiento 10

B34

Colocar los tubos en la gradilla con el magneto y esperar a que la solucidn se

vea clara y libre de las perlas

B.3.5.
B.3.6.

8.3.7.
8.3.8.

5.3.6.1.
B.3.6.2.

5.3.6.3.

Descartar el sohrenadante

Lavar las perlas dos veces con el siguiente procedimiento:

solucidn se vea clara

Descartar el sobrenadante

Agregar lentamente 100 ul de TWE directamente a las perlas
Colocar los tubos nuevamente en el magneto y esperar a que la

Agregar 100 ul. de TWB a las perlas y resuspender por pipeteo lentamente

Colocar en el magneto las bibliotecas

8.4. Amplificacidon de ADN tagmentado
Preparar el master mix de PCR multiplicando por el mimero de muestras los

5.4.1.
siguientes volimenes:
84.1.1. 22 ul de EPM
8412 22 ul de Agua libre de nucleasas
842 Mezelar por vortex v realizar un Spin-Down
B3
5.4.4.
4.5 Realizar un Spin-Down corto
8.4.6.
B46.1 5 ul. de adaptadores 17
B46.2 5 ul. de adaptadores 15

Remover el sobrenadante de las bibliotecas en el magneto (paso 8.3.8)
Remover los tubos del magneto y agregar 40 ul. de médster mix de PCR
directamente a las perlas. Mezclar por pipeteo para resuspender las perlas.

Agregar los adaptadores aproplados para las muestras

111
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B4.7 Colocar la mezcla en el siguiente programa de PCE (BLT-PCR):
Etapa Temperatura (*C) Tiempo
Pre-calentamiento 100
1 68 15 min
2 98
30 ciclos de la etapa 3 98 455
62 305
68 2 min
4 68 I min
Almacenamiento 10

8.5. Limpieza de bibliotecas

8.5.1.
8.5.2.
8.5.3.
8.5.4.
8.5.5.
B.5.6.
B.5.7.
8.5.8.
8.5.8.
8.5.10.
8.5.11

8.5.12.
8.5.13
8.5.14.
8.5.15.
8.5.16.
8.5.17.

Realizar un Spin-down de las muestras

Colocar las muestras en el magneto hasta que la solucidn sea transparente
Transferir 45 ul. del sobrenadante a un microtubo de 0.2 mL
Mezclar por vortex v resuspender el SPB

Agregar 40 ul. de agua libre de nucleadas

Agregar 45ul. de SPB

Mezclar por pipeteo al menos diez veces

Cerrar los tubos e Incubar por 5 minutos a temperatura ambiente
Colocar en el magneto

Descartar el sobrenadante

Lavar las perlas dos veces de la sigulente manera:

85111, Agregar 200 uL de etanol 80% NO mezclar
8.5.11.2.  Incubar por 30s a temperatura ambiente
8.5.11.3.  Descartar el sobrenadante

Secar por 5 minutos

Agregar 32 ul. de RSB a las perlas
Resuspender mediante pipeteo

Incubar a temperatura por 2 minutos
Colocar en el magneto por 2 minutos
Transferir 30 ul. de un microtubo de 0.2 mL

8.6. Calidad de bibliotecas

B.6.1. Realizar una medicion en la concentracion en el Quantus como descrito en el
paso (8.1)
6.2 Realizar un gel de agarosa a 1% con buffer TBE v correr las muestras para

evaluar el tamafio del barrido
8.7. Preparacion del pool de bibliotecas

8.7.1.
B.7.2.
B.7.3.
B.7.4.
B.7.5.

Preparar las bibliotecas de tal manera que esténa 1-5 ubd
Tomar 5 ul. de cada biblioteca y mezclarlo en un nuevo tubo
Calcular para que la concentracidn tenga exactamente 100 ng
Agregarle al tubo PhiX para tener una concentracion de 1%
Cargar 25 ul. en el cartucho y realizar las lecturas

9. Esterilizacién de material

Mo aplica

10. Célculos
Mo aplica

11. Control de calidad

11.1. Verificar con un check list que se llevd al lugar los implementos necesarios
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11.2. Verlficar que el almacenamiento de muestras y reactivos sea el adecuado 4°C, -20°C
o -B0FC.

12. Conflict solution policy

Anexo E Informacién suplementaria

Los archivos resultado del anéalisis bioinformético dividido por cepa, asi como el archivo R
para realizar los gréaficos con base en el .VISUAL por fastANI, la lista de comandos y la secuencia
de los plasmidos se encuentra en la siguiente carpeta de Drive:

https://drive.google.com/drive/folders/1Cp3U9JEw 2eWa57RXa-GDIyRm7mxY 096
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