
Caracterización genómica y desarrollo de un
sistema de edición génica a través de CRISPR/Cas9
de bacterias promotoras del crecimiento de
plantas aisladas de Saccharum officinarum para
una mejora en la fijación de nitrógeno

Andrés De Jesús Say Agosto



UNIVERSIDAD DEL VALLE DE GUATEMALA
Facultad de Ciencias y Humanidades

Caracterización genómica y desarrollo de un sistema
de edición génica a través de CRISPR/Cas9 de
bacterias promotoras del crecimiento de plantas
aisladas de Saccharum officinarum para una

mejora en la fijación de nitrógeno

Trabajo de graduación en modalidad de Tesis presentado por
Andrés De Jesús Say Agosto para optar al grado académico de

Licenciado en Bioquímica y Microbiología

Guatemala,
2023





UNIVERSIDAD DEL VALLE DE GUATEMALA
Facultad de Ciencias y Humanidades

Caracterización genómica y desarrollo de un sistema
de edición génica a través de CRISPR/Cas9 de
bacterias promotoras del crecimiento de plantas
aisladas de Saccharum officinarum para una

mejora en la fijación de nitrógeno

Trabajo de graduación en modalidad de Tesis presentado por
Andrés De Jesús Say Agosto para optar al grado académico de

Licenciado en Bioquímica y Microbiología

Guatemala,
2023



Vo.Bo.:

(f)
M.Sc. Isabella García Caffaro

Tribunal examinador:

(f)
M.Sc. Isabella García Caffaro

(f)
Ph.D. Dalia Lau-Bonilla

(f)
M.Sc. Augusto Franco

Fecha de aprobación: Guatemala, 12 de diciembre del 2023.



Prefacio

El presente trabajo es parte de un proyecto denominado “Mejoramiento de la salud de suelo de
monocultivo a través de la optimización de procedimiento de compostaje y manejo de microbiología
de suelos” desarrollado por el Centro de Estudios en Biotecnología y el Ingenio Magdalena. El
propósito del estudio surge de la necesidad de entender a mayor profundidad las características
promotoras de crecimiento de bacterias promotoras del crecimiento vegetal aisladas de suelo de
cultivo de caña de azúcar.

Quisiera agradecer a todas las personas e instituciones que me apoyaron durante el desarrollo
del presente trabajo de graduación y durante mi carrera profesional, principalmente:

A mi asesora principal, M.Sc. Isabella García Caffaro, coordinadora del proyecto, por su constante
apoyo y dedicación durante el diseño y ejecución de esta investigación. Sus excelentes consejos y su
orientación han sido fundamentales para mi mejora como científico.

A mi segunda asesora, la Dra. Dalia Lau-Bonilla, quien además de haberme apoyado durante
todo este trabajo, ha sido mi catedrática por varios años. Agradezco sobremanera su mentoría, su
pasión por la educación y en la ciencia han sido un pilar fundamental para mi desarrollo académico y
como futuro científico. Agradezco los años de enseñanza y su apoyo constante en todos los proyectos
que he desarrollado.

Al Ingencio Magdalena y al Centro de Estudios en Biotecnología por darme la oportunidad de
participar en este proyecto de investigación y por proporcionar las herramientas para poder llevar a
cabo el trabajo.

A M.Sc. Augusto Franco, por ser un excelente catedrático, asímismo por apoyarme en el uso
y análisis de las herramientas bioinformáticas empleadas en este trabajo. Adicionalmente, quisiera
agradecer a M.Sc. Andrés Grajeda por su asesoría para llevar a cabo la metodología de secuenciación.

A M.Sc. Miguel Morales y Marie Cosenza. Su orientación y apoyo desde los primeros años me han
ayudado a mejorar en notablemente personal y académicamente. Les agradezco por creer siempre
en mi. Asimismo, quisiera agradecerles por su apoyo, junto al Dr. Diego Archila, por asesorarme en
el área de biología molecular.

A mis padres, Emilio Say y Vanesa Agosto de Say, por ser mi principal ejemplo de constancia y
esfuerzo. Por apoyarme en todos los proyectos que realizo y por enseñarme a siempre dar lo mejor
de mí mismo. Asimismo, quisiera agradecer a mis hermanos, Emilio y Monika, quienes siempre han
creído en mi y me han alentado durante toda mi carrera profesional, su desarrollo en sus propias
carreras ha sido un gran ejemplo para mí.

iii



iv

Por último, quisiera darle las gracias a mis todos mis compañeros y amigos de carrera. Especialmente
a Melissa Caballeros, Ximena Porras, Silvia Vela y Josué Castañón por todo su apoyo desde el
comienzo de este trabajo y por todas las conversaciones que nos mantenían entusiasmados durante
nuestros grandes periodos en el laboratorio.



Índice

Prefacio iv

Lista de figuras vii

Lista de Cuadros viii

Resumen ix

Abstact x

1. Introducción 1

2. Objetivos 3
2.1. Objetivo general . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 3
2.2. Objetivos específicos . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 3

3. Justificación 4

4. Marco contextual 6

5. Marco teórico 7
5.1. Caña de azúcar . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 7
5.2. Fertilizantes . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 8

5.2.1. Fertilizantes químicos . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 8
5.2.2. Biofertilizantes . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 8

5.3. Salud del suelo . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 11
5.3.1. Composición y microorganismos del suelo . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 11
5.3.2. Bacterias promotoras del crecimiento vegetal . . . . . . . . . . . . . . . . . . 13

5.4. Genómica . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 21
5.4.1. Secuenciación de nueva generación (NGS) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 21
5.4.2. Caracterización genómica . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 21

5.5. Algoritmos de análisis bioinformático y ensamblaje de genomas . . . . . . . . . . . . 22
5.5.1. Evaluación de calidad de secuencias . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 22
5.5.2. Ensamblaje de genoma . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 23

5.6. Ingeniería genética . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 27

v



ÍNDICE vi

6. Metodología 30
6.1. Diseño, enfoque y tipo de investigación . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 30
6.2. Población y muestra . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 30
6.3. Variables . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 30
6.4. Hipótesis . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 31

6.4.1. Hipótesis nula . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 31
6.4.2. Hipótesis alternativa . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 31

6.5. Metodología . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 31
6.5.1. PCR de colonia del gen 16S . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 31
6.5.2. Extracción de ADN de bacterias . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 32
6.5.3. Amplificación del gen 16S . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 32
6.5.4. Amplificación del gen nifH . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 33
6.5.5. Secuenciación del gen 16S . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 33
6.5.6. Identificación de la especie bacteriana . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 33
6.5.7. Selección de bacterias candidatas . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 33
6.5.8. Secuenciación de genoma completo . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 34
6.5.9. Análisis bioinformático . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 34
6.5.10. Desarrollo de mecanismo de mejoramiento por ingeniería genética . . . . . . . 39

7. Resultados 41
7.1. Identificación de cepas bacterianas por 16S rRNA . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 41
7.2. Selección de bacterias para la secuenciación de genoma completo (WGS) . . . . . . . 42
7.3. Análisis bioinformático de WGS de bacterias . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 43
7.4. Identificación de genes asociados a la fijación de nitrógeno . . . . . . . . . . . . . . 49
7.5. Identificación de genes asociados a biodisponibilidad de fósforo . . . . . . . . . . . . 50
7.6. Identificación de genes asociados a la producción de ácido indol-3-acético (IAA) . . . 52
7.7. Identificación de genes asociados a la producción de sideróforos . . . . . . . . . . . . 53
7.8. Identificación de genes reportados para el control de Fusarium . . . . . . . . . . . . 54
7.9. Identificación de factores de virulencia . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 55
7.10. Sistema de edición génica propuesto para la optimización en la fijación de nitrógeno 57

8. Discusión 62

9. Conclusiones 70

10.Recomendaciones 71

11.Bibliografía 72

12.Anexos 88
Anexo A. Análisis bioinformático . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 88
Anexo B. Sistema de clonación . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 93
Anexo C. Metadatos de secuenciación . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 93
Anexo D. Protocolos . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 97
Anexo E. Información suplementaria . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 113



Lista de figuras

Figura 1. Tipos de formulaciones biológicas . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 10
Figura 2. Diversidad de abundancia de bacterias y hongos en el suelo . . . . . . . . . . 12
Figura 3. Diversidad y abundancia de protistas y arqueas en el suelo . . . . . . . . . . 13
Figura 4. Interacciones en el microbioma impacta la salud del suelo . . . . . . . . . . . 14
Figura 5. Los procesos biogeoquímicos son afectados por el microbioma . . . . . . . . . 15
Figura 6. Ciclo del nitrógeno bacteriano . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 17
Figura 7. Ciclo del fósforo . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 18
Figura 8. Mecanismos de solubilización . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 19
Figura 9. Efecto de tratamientos con IAA . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 20
Figura 10. Ensamblaje de Novo . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 24
Figura 11. Esquemática del sistema Velvet . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 25
Figura 12. Implementación del algoritmo de SPAdes . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 26
Figura 13. Ruta de interferencia por el sistema CRISPR/Cas9 tipo II . . . . . . . . . . . 29
Figura 14. Metodología general de secuenciación y análisis bioinformático . . . . . . . . 35
Figura 15. Abundancia de géneros en suelo de Saccharum officinarum . . . . . . . . . . 41
Figura 16. Amplificación de nifH de las bacterias seleccionadas . . . . . . . . . . . . . . 43
Figura 17. Determinación de genes para la fijación de nitrógeno. Se muestran los genes

identificados en las cepas estudiadas . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 49
Figura 18. Determinación de genes para aumentar la biodisponibilidad de fósforo . . . . 51
Figura 19. Genes identificados en la ruta de síntesis de IAA . . . . . . . . . . . . . . . . 52
Figura 20. Estructura y distribución de genoma de B. subtilis . . . . . . . . . . . . . . . 57
Figura 21. Plásmido inducible por ácido salicílico . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 58
Figura 22. Plásmido inducible por OC6 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 59
Figura 23. Plásmido inducible por OCH14 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 60
Figura 24. Sistema de edición KO-CRISPR para el gen nifL . . . . . . . . . . . . . . . 61
Figura 25. Alineamiento de B. tropicus 1AB11 con genoma de referencia por FastANI . 88
Figura 26. Alineamiento de P. paraglycinae 2MO6 con genoma de referencia por FastANI 89
Figura 27. Alineamiento de P. paraglycinae 2MO7 con genoma de referencia por FastANI 90
Figura 28. Alineamiento de B. subtilis 2MO12 con genoma de referencia por FastANI . 90
Figura 29. Alineamiento de P. paraglycinae 2MO14 con genoma de referencia por FastANI 91
Figura 30. Alineamiento de A. baumannii 4MO3 con genoma de referencia por FastANI 91
Figura 31. Alineamiento de P. canadensis 2AP13 con genoma de referencia por FastANI 92
Figura 32. Alineamiento de P. canadensis 2AP16 con genoma de referencia por FastANI 92
Figura 33. Propuesta de clonación del gen nifA en los plásmidos inducibles . . . . . . . . 93
Figura 34. Calidad de bibliotecas de las muestras 1-10 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 96
Figura 35. Calidad de bibliotecas de las muestras 11-20 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 96

vii



Lista de cuadros

Cuadro 1. Definición de las variables de investigación . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 30
Cuadro 2. Receta para la amplificación del gen 16S por PCR de colonia . . . . . . . . 31
Cuadro 3. Condiciones de amplificación de 16S para PCR de colonia . . . . . . . . . . 32
Cuadro 4. Receta para amplificación de 16S . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 32
Cuadro 5. Condiciones de amplificación de 16S . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 33
Cuadro 6. Bacterias candidatas con capacidad de promover crecimiento vegetal . . . . 42
Cuadro 7. Calidad de secuencias crudas caracterizadas por fastQC . . . . . . . . . . . . 44
Cuadro 8. Calidad de secuencias filtradas por Trimmomatic . . . . . . . . . . . . . . . 45
Cuadro 9. Calidad de los ensamblajes con ABySS . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 46
Cuadro 10. Calidad de los ensamblajes con Velvet . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 46
Cuadro 11. Calidad de los ensamblajes con SPAdes . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 47
Cuadro 12. Determinación de genoma de referencia por GTDB-Tk . . . . . . . . . . . . 48
Cuadro 13. Genes identificados para la producción de sideróforos . . . . . . . . . . . . . 53
Cuadro 14. Genes identificados para el control potencial de Fusarium . . . . . . . . . . 54
Cuadro 15. Genes asociados a factores de virulencia . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 55
Cuadro 16. Identificación con GTDB-Tk de la muestra 1AB11 . . . . . . . . . . . . . . . 88
Cuadro 17. Identificación con GTDB-Tk de la muestra 1AP23 . . . . . . . . . . . . . . . 89
Cuadro 18. Identificación con GTDB-Tk de la muestra 2MO6 . . . . . . . . . . . . . . . 89
Cuadro 19. Identificación con GTDB-Tk de la muestra 2MO7 . . . . . . . . . . . . . . . 89
Cuadro 20. Identificación con GTDB-Tk de la muestra 2MO12 . . . . . . . . . . . . . . 90
Cuadro 21. Identificación con GTDB-Tk de la muestra 2MO14 . . . . . . . . . . . . . . 90
Cuadro 22. Identificación con GTDB-Tk de la muestra 4MO3 . . . . . . . . . . . . . . . 91
Cuadro 23. Identificación con GTDB-Tk de la muestra 4MO3 . . . . . . . . . . . . . . . 91
Cuadro 24. Identificación con GTDB-Tk de la muestra 2AP16 . . . . . . . . . . . . . . . 92
Cuadro 25. Identificación con GTDB-Tk de la muestra 2AP12 . . . . . . . . . . . . . . . 92
Cuadro 26. Pureza y concentración para las bibliotecas genómicas . . . . . . . . . . . . . 94
Cuadro 27. Preparación de bibliotecas genómicas . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 95

viii



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 aplicación de agroquímicos y desarrollar de esta manera sistemas de
cultivo más sostenibles. Para esto, es necesario entender a profundidad las características promotoras
del crecimiento vegetal, para poder optimizarlas a través de técnicas de biología molecular. Por esta
razón, el propósito del presente estudio fue llevar a cabo una identificación y selección de cepas
candidatas para secuenciación de genoma completo de bacterias aisladas de suelo de cultivo de
saccharum officinarum para llevar a cabo una caracterización de genes implicados en características
promotoras del crecimiento vegetal mediante herramientas bioinformáticas. Asimismo, llevar a cabo
un diseño de un sistema de edición génica a través de tecnología CRISPR para optimizar la ruta
de fijación de nitrógeno. Se determinó varios genes implicados en las rutas de fijación de nitrógeno,
biosíntesis de ácido indol-3-acético, sideróforos y de compuestos que presentan potencial para el
control de patógenos fúngicos. Las cepas estudiadas no presentaron un potencial de ser patogénicas
para humanos. Por último, se propuso una transformación a través de plásmidos inducibles para
clonar el gen nativo nifA y un knock-out del gen nifL a través de CRISPR/Cas9 para aumentar
la fijación de nitrógeno de B. subtilis. Se recomienda llevar a cabo una secuenciación con mayor
profundidad y ampliar la identificación de genes implicados en la fijación de nitrógeno mediante
PCR.

Palabras clave: Bacterias promotoras del crecimiento vegetal, caracterización de genes,
análisis bioinformático, edición 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
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CAPÍTULO 1

Introducción

Los sistemas de monocultivo y la aplicación constante de agentes químicos como fertilizantes
y pesticidas impactan la salud del suelo y disminuyen su diversidad microbiológica (Tripathi et al.,
2020). Los microorganismos del suelo se encargan de llevar a cabo varios procesos metabólicos
que aumentan la biodisponibilidad de muchos nutrientes y mejoran la capacidad de asimilación de
estos por las plantas (Fall et al., 2013); por lo tanto, al verse afectados por compuestos químicos, el
rendimiento de cultivo se ve afectado (Xu et al., 2020). A pesar del efecto negativo de los compuestos
químicos a la microbiota, no es posible solamente dejar de utilizarlos, ya que permiten mantener
una producción alta y así abastecer la demanda mundial (Gouda et al., 2018). Además, 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 patógenos, 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
actúan directamente en varios procesos biogeoquímicos que modulan la disponibilidad de varios
nutrientes necesarios para todos los organismos (Fierer, 2017). Por ejemplo, el nitrógeno, uno de los
compuestos más importantes para todos los seres vivos, se encuentra en su mayoría como nitrógeno
gaseoso (N2), por lo tanto, existen bacterias fijadoras de nitrógeno que convierten el nitrógeno
gaseoso en compuestos como amoníaco, el cuál puede ser asimilado por las plantas (mantelin ,
2004). De igual manera, las bacterias están implicadas en la biodisponibilidad de otros compuestos
como el fósforo (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 identificación de bacterias de suelo, para luego llevar a cabo un proceso
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CAPÍTULO 1. INTRODUCCIÓN 2

de secuenciación de nueva generación (WGS) con el propósito de estudiar los genes involucrados en
rutas de interés como fijación de nitrógeno en las bacterias que presenten mayor potencial, con el
objetivo de desarrollar un sistema mutagénesis dirigida a través de CRISPR/Cas9.



CAPÍTULO 2

Objetivos

2.1 Objetivo general

Realizar una caracterización y análisis genómico de cepas bacterianas para la promoción del
crecimiento de plantas y desarrollo de un sistema de edición génica a través de CRISPR/Cas9 para
optimizar la ruta de fijación de nitrógeno

2.2 Objetivos específicos

Seleccionar cepas candidatas para la fijación de nitrógeno para secuenciación de genoma
completo

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

Identificar genes de interés para la promoción del crecimiento de la caña de azúcar

Identificar posibles genes patogénicos

Identificar genes involucrados en la ruta de fijación de nitrógeno

Plantear una ruta para la sobreexpresión de genes de fijación de nitrógeno por medio de la
herramienta CRISPR
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Justificación

Los sistemas de monocultivo y la aplicación constante de agentes químicos como fertilizantes
y pesticidas impactan la salud del suelo y disminuyen su diversidad microbiológica (Tripathi et al.,
2020). Los microorganismos del suelo se encargan de llevar a cabo varios procesos metabólicos
que aumentan la biodisponibilidad de muchos nutrientes y mejoran la capacidad de asimilación de
estos por las plantas (Fall et al., 2013); por lo tanto, al verse afectados por compuestos químicos, el
rendimiento de cultivo se ve afectado (Xu et al., 2020). A pesar del efecto negativo de los compuestos
químicos a la microbiota, no es posible solamente dejar de utilizarlos, ya que permiten mantener
una producción alta y así abastecer la demanda mundial (Gouda et al., 2018). Además, 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 patógenos, 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
actúan directamente en varios procesos biogeoquímicos que modulan la disponibilidad de varios
nutrientes necesarios para todos los organismos (Fierer, 2017). Por ejemplo, el nitrógeno, uno de los
compuestos más importantes para todos los seres vivos, se encuentra en su mayoría como nitrógeno
gaseoso (N2), por lo tanto, existen bacterias fijadoras de nitrógeno que convierten el nitrógeno
gaseoso en compuestos como amoníaco, el cuál puede ser asimilado por las plantas (mantelin ,
2004). De igual manera, las bacterias están implicadas en la biodisponibilidad de otros compuestos
como el fósforo (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 identificación de bacterias de suelo, para luego llevar a cabo un proceso
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de secuenciación de nueva generación (WGS) con el propósito de estudiar los genes involucrados en
rutas de interés como fijación de nitrógeno en las bacterias que presenten mayor potencial, con el
objetivo de desarrollar un sistema mutagénesis dirigida a través de CRISPR/Cas9.



CAPÍTULO 4

Marco contextual

La necesidad de desarrollar compuestos biológicos para el mantenimiento de los productos
agrícolas en Guatemala llevó al desarrollo de un proyecto de investigación conformado por el Centro
de Estudios en Biotecnología (CEB) de la Universidad del Valle de Guatemala (UVG) y el Ingenio
Magdalena. El propósito de la investigación es realizar productos biológicos para el desarrollo de
un sistema de mantenimiento sostenible de los cultivos de caña de azúcar, así como llevar a cabo
formulaciones que potencialmente puedan ser utilizados en otros cultivos. Adicionalmente, el Ingenio
Magdalena busca ser pionero en la investigación y diseño de productos para la sostenibilidad agrícola
en Guatemala, para proveer en el mercado alternativas a los compuestos químicos convencionales.

El Centro de Estudios en Biotecnología tiene experiencia en el desarrollo de investigación
para el desarrollo de métodos y productos industriales. Por lo tanto, en el año 2021, se propuso un
proyecto de investigación entre el Ingenio Magdalena y el Centro de estudios en biotecnología titulado
“Mejoramiento de la salud del suelo de monocultivo a través de la optimización de procedimiento de
compostaje y manejo de microbiología de suelos”, para estudiar la dinámica de la microbiota del suelo,
aislar y caracterizar bacterias y hongos para evaluar sus capacidades promotoras del crecimiento con
el propósito de desarrollar una formulación que actúe como biofertilizante, biopesticida y entre
otras aplicaciones potenciales. El presente trabajo es una continuación de la tesis titulada “Análisis
del microbioma bacteriano de suelos utilizados para el cultivo de caña de azúcar, en Guatemala
mediante metagenómica del gen 16S ARN ribosomal y caracterización de las bacterias promotoras
del crecimiento que se encuentran en ellos” llevada a cabo por María Valeria Ochoa Elías (Ochoa,
2022).
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Marco teórico

5.1 Caña de azúcar

La caña de azúcar, Saccharum officinarum, es una planta de cultivo que es utilizada
para la producción principal de azúcar a nivel industrial, además, puede utilizarse también para
la producción 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 azúcar ha llevado al desarrollo de sistemas de monocultivo que afecta el
desarrollo de la caña (Martíni et al., 2020); esto repercute en degradación química, que implica una
disminución de disponibilidad de nutrientes como el carbono, nitrógeno, fósforo, potasio y entre otros
nutrientes necesarios para el crecimiento de plantas (Tetteh, 2015; Umrit et al., 2014). Asimismo, se
fomenta la degradación física, que son alteraciones tales como porosidad y organización estructural
de la tierra, lo que limita el acceso y paso de nutrientes y agua (Canisares et al., 2019; Barros et
al., 2004). Por último, la sobreexplotación de la tierra también promueve la degradación de calidad
biológica; esto sucede porque las bacterias comensales y simbióticas del suelo sufren un cambio en
la dinámica poblacional y muchas especies no pueden proliferar (Martíni et al., 2020; Lehman et al.,
2015).

Otros factores que pueden afectar el rendimiento de la caña de azúcar, es la infección por
diversos patógenos. 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 fúngica característica de caña de azúcar prevalente en china, la cual causa
una pérdida de coloración 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 patógeno potencial para
la caña de azúcar, este se caracteriza por fomentar marchitez en el tallo y induciendo daños que
pueden llevar a necrosis en los cultivos (Viswanathan et al., 2017). A pesar de que la mayoría de
las enfermedades prevalentes de caña de azúcar son causadas por hongos; esta también puede ser
infectada por patógenos virales como el virus del mosaico de la caña de azúcar (SCMV) y el virus de
la hoja amarilla de la caña de azúcar (SCYLV); los cuales pueden causar una destrucción 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 químicos

Los fertilizantes son compuestos químicos 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 químicos son el nitrógeno (N), el fósforo (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 diamónico 1846-0 (DAP), fosfato monoamónico (MAP), superfosfato triple
0-46-0 (GTSP) y fosfato monoamónico sulfurado (MAP-S), estos pueden estar complementados con
Zinc y potasio (Fall et al., 2013). Por el otro lado, existe otra categoría de fertilizante que es relevante
en la agricultura, estos son los fertilizantes líquidos, que normalmente están compuestos por una
mezcla de nitrato de amonio y urea, estos pueden estar complementados con amonio anhídrido y
ácido superfosfórico (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 producción agrícola debe de aumentar
aproximadamente un 70 % para cumplir con las necesidades globales en las próximas 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 mencionó
previamente, el monocultivo tiene un impacto negativo a largo plazo en los cultivos, esto combinado
con la aplicación 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
moderación (Xu et al., 2020). Su aplicación 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 acidificación del suelo, afectando la disponibilidad de los
nutrientes (Goulding, 2016). La acidificación también afecta a la biodiversidad del microbioma del
suelo; al afectar la dinámica ecológica de bacterias, se disminuye la tasa de nutrientes disponibles, ya
que muchas de estas bacterias se encargan de aumentar la biodisponibilidad de nitrógeno, fósforo,
potasio, entre otros nutrientes (Tahad et al., 2020; Dubey et al., 2019).

Los fertilizantes también han sido criticados debido a que pueden causar contaminación en
los cuerpos de agua. En muchos casos, un mal manejo del sistema de aplicación de fertilizantes ha
llevado a la contaminación de ríos, afectando fuertemente los ecosistemas acuáticos (Bijay-Singh et
al., 2021). el aumentar los nutrientes como el nitrógeno (N), Fósforo (P) y potasio (K) procedente
de los fertilizantes desencadena la eutrofización, lo que no solamente afecta la dinámica ecológica,
sino que puede llevar a la disminución de ciertos nutrientes como lo es el oxígeno o incluso la luz
solar (Srivastav, 2020). Por último, cabe mencionar que, debido a la regulación de producción y
aplicación de estos compuestos químicos, los precios de mercado tanto del producto químico como
el producto agrícola han comenzado a aumentar en sobremanera, lo que enfatiza la importancia de
desarrollar productos alternativos que no presenten los mismos problemas potenciales y sean más
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 año y los métodos tradicionales que emplean monocultivos, fertilizantes y pesticidas
químicos 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 (Mącik et al., 2020).
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La definición de biofertilizantes ha cambiado rápidamente a lo largo de los años, 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, además, este conjunto de microorganismos debe presentarse en una formulación
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 biológicas de los microrganismos a favor de los sistemas
de cultivo (Schütz et al., 2018; Mącik et al., 2020). A pesar de que los biofertilizantes representan
una solución prometedora, existen algunas desventajas que aún 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 está compuesto mayormente por microorganismos,
es necesario aplicar una mayor concentración 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
composición del suelo donde se aplicará, por lo que es necesario desarrollar formulaciones que
contengan el ingrediente activo en un transportador apropiado y aditivos que permitan proveer
estabilidad y protección a los microorganismos (Mącik et al., 2020; Satish et al., 2022). Estas
bioformulaciones deben de asistir en la introducción del microorganismo al sitio diana y ayudar
en el mejoramiento de sus capacidades metabólicas para alcanzar una tasa máxima de nutrientes al
ser inoculada con las plantas (Mahanty et al., 2016; Mącik et al., 2020). Se han desarrollado formas
de transportar la formulación al suelo, en la figura 1 se muestra un diagrama de los cuatro tipos
principales y de que están compuestos.
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Figura 1
Tipos de formulaciones biológicas

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

5.3.1 Composición y microorganismos del suelo

Los suelos están compuestos por una gran variedad de factores, como minerales, materia orgánica
y una gran variedad de macroorganismos y microorganismos; esta última característica es de
particular interés, ya que representa una gran diversidad genética y metabólica (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 características 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 biogeoquímicos de elementos importantes para
los ecosistemas (Sokol et al., 2022); sus características metabólicas influencian en sobremanera la
interacción de todos los organismos del suelo, como bacterias, hongos, plantas, entre otros (Islam et
al., 2020).

Para estudiar con precisión el suelo, es importante entender que este no es solamente un ambiente,
más bien está 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 composición nativa de un suelo particular
de una región no será similar a otra (Delgado-Baquerizo et al., 2019; Sokol et al., 2022). Los factores
que se estudian comúnmente en el suelo son la concentración y biodisponibilidad de carbono orgánico,
nitrógeno, fósforo, entre otros nutrientes; el pH y la salinidad del suelo; y las características físicas
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
abióticos como una escasez de agua y la actividad humana (Mącik et al., 2020).

Existe una gran diversidad de microorganismos en el suelo, estos cumplen un rol dentro de la compleja
dinámica ecológica (Compant et al., 2019). Por lo tanto, la caracterización de microorganismos de
suelo ha sido un foco de investigación para el desarrollo de nuevos métodos de agricultura sostenible.
Como se mencionó previamente, no existe una microbiota típica que pueda ser aplicada a todos
los tipos de suelo que se encuentran en regiones similares, de hecho, se ha determinado que la
composición de la microbiota puede variar incluso en muestras de suelo que han sido tomadas de
regiones geográficamente cercanas, esta variación se atribuye a las características fisicoquímicas 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 más 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

Nota. Adaptado de Fierer et al., (2017)

La presencia y abundancia relativa de arqueas y protistas suele variar mucho más, sin embargo, se
ha caracterizado dentro de las arqueas (figura 3 ), la clase Thaymarchaeota posee una alta abundancia
relativa, así 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 algún
tipo de relación simbiótica con una especie en particular, asimismo, se ha determinado también que
puede existir codependencia (Dastogeer et al., 2020; Sánchez-Cañizares et al., 2017).
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Figura 3
Diversidad y abundancia de protistas y arqueas en el suelo

Nota. Adaptado de Fierer et al., (2017)

A pesar de esfuerzos extensivos en caracterizar los microorganismos que componen la microbiota
del suelo, y las condiciones abióticas que influyen en las proporciones de las poblaciones, aún
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 realización de una mejor
estimación. Entre estos métodos podemos mencionar la detección de relic DNA, material genético
ancestral de organismos que se ha preservado en el suelo y fósiles (Carini et al., 2016). Asimismo,
existen métodos de secuenciación metagenómica shotgun, que permite analizar regiones o genes
específicos 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 metabólicos que permiten
aumentar la biodisponibilidad de nutrientes del suelo, asimismo, pueden fomentar que exista
una interacción 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 investigación biotecnológica para la
aplicación agroindustrial (Gutiérrez-Santa et al., 2020).
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Figura 4
Interacciones en el microbioma impacta la salud del suelo

Nota. Adaptado de Tahat et al., (2020)

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, región del suelo donde se
encuentran las raíces de la planta, estas bacterias pueden aumentar la biodisponibilidad de nutrientes
y protegerla de patógenos 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 relación 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).
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Figura 5
Los procesos biogeoquímicos son afectados por el microbioma

Nota. Adaptado de Fierer et al., 2017

Características promotoras

Las PGPB median varios procesos biogeoquímicos, fijan nitrógeno, realiza fermentación y
metanogénesis; además, aumentan la solubilidad de ciertos compuestos como el fósforo y el potasio.
Además, estas bacterias aumentan la concentración de carbono orgánico a través de fijación, 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 nitrógeno: El nitrógeno es uno de los elementos más abundantes en el
planeta, sin embargo, se encuentra mayormente en estado gaseoso (N2). El ciclo biogeoquímico
del nitrógeno es el proceso en donde este elemento pasa por diferentes formas para ser procesado,
se divide en dos fases importantes, la fase abiótica y la biótica. El ciclo comienza por la fijación
del nitrógeno gaseoso en amoniaco, luego sigue la nitrificación, que sucede al oxidar el amonio
para la formación de nitratos; estos son asimilados por los organismos y se procesan, por último,
sucede la desnitrificación, la cual reduce los nitratos para la producción de nitrógeno gaseoso
(Stüeken et al., 2016). Es importante mencionar esto porque la fijación de nitrógeno, nitrificación y
desnitrificación son llevadas a cabo por bacterias del suelo (Jetten, 2008). El nitrógeno es importante
para el desarrollo de todos los organismos, necesario para la síntesis de proteínas, el metabolismo
de los aminoácidos y la formación de ácidos nucleicos como el ATP (Solomon et al., 2015). Es
especialmente importante para las plantas debido a que se utiliza para la síntesis de clorofila y
moléculas precursoras, fundamental para la fotosíntesis (Luo et al., 2020).

Una de las habilidades de las PGPB es el aumento de la biodisponibilidad del nitrógeno, ya que
pueden realizar los procesos metabólicos implicados en el metabolismo del nitrógeno, 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 fijación de nitrógeno lo realizan a través de un sistema
llamado complejo nitrogenasa que está 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 proteína se ha determinado como contraparte de la proteína 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 nitrógeno 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. Además, se ha
estudiado ampliamente el operón nif HDK lo que permite llevar a cabo métodos de edición 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 varían dependiendo del
conjunto de genes que la conforman (Zhao et al., 2006; Chanderban et al., 2023). El complejo
nitrogenasa dependiente de molibdeno está 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
más estudiado. La estructura de los genes de divide principalmente por las secuencias codificantes
para las subunidades biocatalíticas, los genes nifH, nifD y nifK (Rubio, 2008; Cyratti y Rubio, 2008).
Asimismo, también es importante realizar la distinción de los genes implicados en la biosíntesis
del cofactor de hierro-molibdeno, mediado por nifY, nife, nifN, nifX, nifU, nifS, nifV, nifB y
nifQ (Rubio, 2008). El complejo, además, necesita de un flujo de electrones, el cual está mediado
generalmente por los genes nifJ y nifF. Por último, todo el operón es regulado por dos genes, los
cuales se expresan al alza dependiendo de la concentración de oxígeno o amoniaco; el gen nifA
codifica para una proteína activadora, el cual fomenta la transcripción de los genes nif m mientras
que nifL codifica para una proteína represora que inhibe la expresión de nifA, disminuyendo así la
tasa de fijación de nitrógeno (Zhang et al., 2023; Martinez-Argudo et al., 2004).

A pesar de que la fijación de nitrógeno 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 amonificación y nitrificación (Ferreti et al., 2021). En la figura 6 se muestra los
intermediaros del nitrógeno de la desnitrificación y nitrificación, estos también pueden ser utilizados
por las plantas.
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Figura 6
Ciclo del nitrógeno bacteriano

Nota. Adaptado de Sparacino-watkins et al., 2015

2. Biodisponibilidad de fósforo: El fósforo es un elemento importante para el desarrollo de todos
los organismos, es un elemento precursor de ácidos nucleicos, algunas enzimas, puede funcionar como
cofactor y es esencial para la formación de fosfolípidos. Es un elemento sumamente importante para
la formación de ATP, por lo que es necesario para llevar a cabo todos los procesos metabólicos dentro
de la célula (Solomon et al., 2015). En plantas, tiene un rol en la fotosíntesis para la formación de
nicotidamida adenina dinucleótido fosfato (NADP+), una molécula necesaria para la fase lumínica.
Al igual que el nitrógeno, este elemento pasa por un ciclo biogeoquímico, sin embargo, este no es
tan dinámico. El fósforo se encuentra principalmente en superficies de rocas sedimentadas, este se
filtra hacia el suelo, comúnmente como ion fosfato (McClain y Sharkey, 2019). Debido a que la
filtración no es un proceso rápido, el fósforo suele ser uno de los nutrientes más escasos en la mayoría
de los suelos (figura 57 ), además, puede presentarse en forma de fósforo inorgánico, que no es tan
fácilmente asimilado por las plantas (Hinsiger, 2001).
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Figura 7
Ciclo del fósforo

Nota. Adaptado de Filippelli, 2002

Las bacterias también son capaces de aumentar la biodisponibilidad del fósforo, se ha determinado
que algunas PGPR pueden facilitar la obtención de este nutriente para la planta a través de la
solubilización del fosfato (Zaidi et al., 2009). La solubilización de fosfatos se puede llevar a cabo
por medio de dos mecanismos principales: por medio de enzimas y por medio de ácidos orgánicos
(figura 8 ). Los microorganismos que solubilizan fosfato a través de la producción de enzimas como
las fosfatasas, que permiten degradar compuestos que presentan fósforo en su estructura; y aquellos
microorganismos que secretan ácidos orgánicos para disolver el fósforo inorgánico (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
Mecanismos de solubilización

Nota. Adaptado de Zaidi et al., 2009

3. Producción de fitohormonas: Las fitohormonas son compuestos que son esenciales en el
desarrollo y crecimiento vegetal, pueden afectar la respuesta a estímulos de las plantas e influir
en sus tropismos, influyen directa o indirectamente en el desarrollo de la raíz 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 más conocidas es el ácido indol-3-acético (IAA, por sus siglas en inglés); esta
fitohormona fomenta la división celular en las raíces y estimula el desarrollo del fruto, asimismo,
posee un rol importante en la mediación en los mecanismos de comunicación 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 producción 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 formulación de
IAA, tiene efectos significativos en el desarrollo de la planta (Myo et al., 2019).

Existen varios genes implicados para la biosíntesis de IAA por bacterias. Primero, es necesario
llevar la síntesis del precursor más importante, el cual es el L-triptófano (Naveed et al., 2015). Para
esto, muchas rutas parten del crosimato, en donde los genes trpE/trpA, trpD, trpE, trpC y trpB
medían la ruta de biosíntesis (Merino et al., 2008; Gollnick et al., 2005). Posteriormente, Los genes
iaaM e iaaH codifican para la triptófano-2-monooxigenasa y la indol-acetamida hidrolasa, las cuales
medían la conversión de L-triptófano en ácido-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-triptófano a través de la enzima triptófano aminotransferasa (AAT) o bien por la producción
de indol a través de la enzima triptofanasa (tnaA) para luego sintetizar el compuesto, el cual
posteriormente es convertido por la enzima ácido-indol-3-pirúvico 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
(Leitão, 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 daño
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o facilitan la interacción de un patógeno con una célula huésped (Sastalla et al., 2016). El tipo
de endotoxina depende de cada bacteria, algunos de los genes implicados en la producción por
Pseudomonas, Bacillus y Acinetobacter pueden ser plc, 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 infección 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 Genómica

5.4.1 Secuenciación de nueva generación (NGS)

El primer proceso de secuenciación de ADN se publicó en 1977, llamado Secuenciación de Sanger,
donde utiliza el fundamento de secuenciación por síntesis (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 didesoxinucleótidos, 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 reacción 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 secuenciación del primer genoma
humano en 2001 (Venter, Adams, Myers, y et al., 2001).

Desde 2005 se han propuesto diferentes métodos de secuenciación de nueva generación (NGS, por
sus siglas en inglés) los cuales, proponen novedosos mecanismos para la determinación del orden las
bases, la alineación de secuencias y el ensamblaje del genoma (Metzker, 2010). Algunas de las ventajas
de las NGS en comparación con las técnicas tradicionales, es la capacidad de secuenciar múltiples
genes e identificar millones de variantes o mutaciones simultáneamente. La cantidad de ADN que
se necesita para obtener esta información y realizar el análisis es mínima y el tiempo de respuesta
es mucho más rápido, además, realizan una mejor comprensión 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 ayudó en la
automatización de la técnica aumentando la capacidad de secuenciar miles de millones de nucleótidos
en una sola ejecución (McCombie, McPherson, y Mardis, 2019).

Actualmente, la NGS sigue optimizando nuevas estrategias para utilizarlas en diferentes áreas
como la secuenciación del genoma completo (WGS, por sus siglas en inglés) , la secuenciación del
exoma completo (WES/ES, por sus siglas en inglés), la llamada de variantes (VC, por sus siglas en
inglés), la secuenciación dirigida (TS, por sus siglas en inglés) y la secuenciación 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 identificación del material genético de varias enfermedades como el cáncer.

5.4.2 Caracterización genómica

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

La genómica se describe como el estudio del genoma completo de un organismo y se obtienen
grandes cantidades de datos a través de secuenciación de nueva generación (NGS). Estos datos sirven
para comprender las implicaciones de la composición genética, para la identificación y caracterización
de genes. Lo que permite estudiar rutas moleculares, determinar mutaciones puntuales y evaluar la
regulación génica. (Williams, Liede, Fahy, y al., 2020). El análisis de caracterización genómica nos
permite delimitar dicha información, con el objetivo de especificar los datos necesarios para nuestro
estudio.

En el caso de procariotas, la caracterización genómica se refiere a la colección completa de datos
que describan el perfil genético de un cultivo puro (Trüper y Krämer, 1981), el cual, nos permite
investigar la diversidad genética, perfiles de virulencia, genes de resistencia antimicrobiana, clúster
de genes de adaptación, cambios filogenéticos, variantes génicas, etc. (Lyu, y otros, 2021). Existen
varios estudios han utilizado la caracterización genómica para aplicarla en diferentes áreas, como por
ejemplo: La identificación 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 probiótico como Lactobacillus fermentum (Brandt,
Nethery, O’Flaherty, & Barrangou, 2020) y en la comparación de bacterias fijadoras de nitrógeno
(Medina-Córdoba, Chande, Rishishwar, y et al., 2021).

5.5 Algoritmos de análisis bioinformático y ensamblaje de genomas

5.5.1 Evaluación de calidad de secuencias

Tras un proceso de secuenciación de nueva generación, 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 análisis o de llevar a cabo el ensamblaje del
genoma, es necesario realizar una evaluación del grado de calidad de las secuencias (Cock et al.,
2009). Los algoritmos que evalúan la calidad de secuencia realizan un conjunto de estadísticas que
permiten evaluar si las secuencias son aptas para llevar a cabo análisis avanzados (Brown et al., 2017).
Los parámetros utilizados comúnmente son valores como frecuencia relativa de los nucleótidos y
posiciones que presenten baja calidad. La herramienta utilizada comúnmente para llevar a cabo estos
análisis es FASTQC (Andrews, 2010; http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/)
la cual evalúa los siguientes parámetros: calidad de secuencia por pase, contenido de N (siendo N’ una
representación de que en esa base particular puede encontrarse una A, G, C o T), valores de calidad
por secuencia, contenido de GC por secuencia, distribución de longitud de la secuencia, niveles de
duplicación, secuencias sobrerrepresentadas, contenido de adaptadores y contenido de Kmero (valor
de una secuencia con “k” nucleótidos consecutivos) (De sena Brandine et al., 2021; Brown et al.,
2017).

Los análisis 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 análisis, 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 propósito de mejorar su calidad (Bolger et al., 2014; Sewe et al., 2022). Luego de realizar
los cortes, es necesario repetir la evaluación de calidad de los resultados del preprocesamiento para
determinar si las secuencias cumplen con las estadísticas para llevar a cabo el ensamblaje.
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5.5.2 Ensamblaje de genoma

Para estudiar con más profundidad los resultados, es necesario realizar un ensamblaje de
un genoma utilizando las lecturas de las secuencias. Un ensamblaje consiste en realizar una
reconstrucción de un genoma con base en fragmentos de lecturas de secuenciación 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 número de veces que un nucleótido se secuencia en una posición dada (Sims et al., 2014). Durante
la secuenciación, 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 información 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 construcción 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 tamaño 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 generación de contigs (una secuencia de ADN ensamblaje en
base de superponer fragmentos de ADN), la construcción 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

Nota. Adaptado de Sohn y Nam, 2018

Uno de los algoritmos de ensamblaje más 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 corrección de error une las secuencias complementarias, posteriormente, el algoritmo
de las secuencias repetidas evalúa las regiones donde hay superposición (Zerbino y Birney, 2008). En
el algoritmo, se analiza que secuencias son iguales en base a un Kmero calculado por las secuencias
crudas, cada análisis representa un nodo, el cual es comparado con el nodo reverso complementario
como se puede ver en la figura 11.
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Figura 11
Esquemática del sistema Velvet

Nota. Adaptado de Zerbino & Birney , 2008

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 secuenciación 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 construcción del grafo de ensamblaje a través de la simplificación
De Brujin, particularmente se utiliza un grafo con tamaños múltiples 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 bímeros-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 último se realiza la construcción 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
Implementación del algoritmo de SPAdes

Nota. Adaptado de Bankevich et al., 2012
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Por último, ABySS (Assembly by short sequences; https://github.com/bcgsc/abyss) (Simpson et
al., 2009) es un algoritmo de ensamblaje basado en la distribución de grafos De Brujin implementado
a través de C++ y utiliza el protocolo de comunicación entre nodos MPI (Simpson et al., 2009).
Primero, se realiza la construcción 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 construcción
de los contigs, para esto el algoritmo elimina los vértices creados por errores de secuenciación, por
último, se realiza la unión de los contigs a través de la información 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: tamaño de los contigs, lo que comprende el tamaño de estos, la longitud del contig más
largo, el total de bases en el ensamblaje y los valores Nx, que se refiere a la longitud del contig más
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 número de estos errores con base en la definición de plataforma, la cual define
estos puntos como posiciones en los contigs en donde una región se alinea sobre 1kb de la región
próxima, o en su defecto, se solapan por una longitud mayor a 1kb (Gurevich et al.,2013; Mikheenko
et al., 2018). Por último, también muestra métricas de representación del genoma si se confiere un
archivo de referencia; en este se puede observar la fracción del genoma, el rango de duplicación,
el porcentaje GC y el número de genes, tanto completos como secuencias parciales (Gurevich et
al.,2013).

Anotación del genoma

Para poder realizar un estudio funcional del genoma se utilizan algoritmos para llevar a cabo
una anotación computacional, esto se refiere al proceso de identificar características de interés en
un archivo de ensamblaje para determinar regiones de secuencias codificantes, secuencias de RNAs
y secuencias de péptidos señal (Richardson y Watson, 2012; Seeman, 2014). Uno de los programas
más usados ampliamente para anotar genomas de organismos procariotas es prokka, el cual es una
herramienta que permite llevar a cabo anotaciones automatizadas utilizando como único parámetro
necesario el archivo del ensamblaje; cabe mencionar que este programa está especializado en realizar
anotaciones de genomas ensamblados por algoritmos De novo (Seeman, 2014). Para realizar la
identificación de estas características, 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-señal
por signalP (Petersen et al., 2011) y secuencias no codificantes de ARN por el programa Infernal
(Kolbe y Eddy, 2011).

5.6 Ingeniería genética

La ingeniería genética comprende las tecnologías que llevan a cabo una manipulación de genes,
clonación y producción de sistemas recombinantes (Nicholl, 2002). Los avances en los últimos
años han permitido desarrollar tecnologías a base de biología molecular para poder diseñar y
ejecutar modificaciones genéticas con el propósito 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 ingeniería genética han tomado un auge particular en la
biotecnología debido a que ofrecen un gran potencial de desarrollar sistemas biológicos que puedan
producir o degradar compuestos de interés, por lo tanto, se estudian las rutas moleculares asociadas
a la producción de la proteína o al proceso metabólico 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 biológicos para producir el fenotipo de interés (Nicholl, 2002). Por ejemplo, para el estudio
de secuencias específicas en células madre embrionarias existen estudios que evalúan el efecto de la
presencia o ausencia de un gen particular a través de la recombinación homóloga (Lanigan et al.,
2020); la cual es un proceso celular en el cual se repara los daños de doble hebra a través de un molde
para mantener la integridad genómica (San filipino et al., 2018). Dependiendo del gen que se desea
estudiar o de la modificación 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 inserción de una secuencia de ADN (Knock-in), la deleción de una
secuencia de ADN (Knock-out) y el reemplazo de una secuencia con un gen exógeno (Laningan et
al., 2020; Rezazade y Dehghani, 2022; Eisener-Dorman et al., 2009).

Una de las técnicas más utilizadas para edición 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 año 2005 que se evidenció realmente
cual podría ser su función (Koonin y Makarova, 2019). Las secuencias spacer dentro del loci de
CRISPR-cas de bacterias y arqueas surgieron debido a la infección 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 proteínas Cas inician la destrucción 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
función de endonucleasa y helicasa las cuales trabajan sincrónicamente para identificar y romper el
ADN (Sontheimer y Barrangou, 2015). Los sistemas tipo II son los más utilizados en edición génica
debido a que solo utilizan una endonucleasa conocida como proteína Cas9 la cual lleva a cabo la
identificación 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 aún debe ser estudiado con más 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 proteína Cas (Mir et al., 2017;
Sontheimer y Barrangou, 2015). El primer subtipo, A, presenta el gen csn2 que codifica una proteína
involucrada en la adquisición de nuevos espaciadores. El subtipo B posee el gen cas4 en lugar del
csn2, de los cuales ninguno está codificado en los sistemas II-C. La mayoría 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 pequeñas secuencias
de ADN que son reconocidas por la Cas9 y se utiliza para indicar en donde debe de unirse y realizar
el corte o modificación en la secuencia de ADN (figura 13 ) (Sontheimer & Barrangou, 2015; Mir et
al., 2017; Koonin et al., 2017).
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Figura 13
Ruta de interferencia por el sistema CRISPR/Cas9 tipo II

Nota. Adaptado de Sontheimer y Barrangou, 2015



CAPÍTULO 6

Metodología

6.1 Diseño, enfoque y tipo de investigación

El diseño experimental de la presente investigación es de carácter cuasi experimental
aleatorizado ya que se está 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 Población y muestra

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

6.3 Variables

Cuadro 1
Definición de las variables de investigación

Variable Definición Tipo Unidades de medición

Presencia o ausencia del gen Presencia del gen
dentro del genoma
bacteriano

Cualitativa Si/No

Nombre del gen Gen de interés
para promoción
del crecimiento

Cualitativa -

Nota. Elaboración propia

30
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6.4 Hipótesis

6.4.1 Hipótesis nula

La caracterización genómica de bacterias de suelo de cultivo de caña de azúcar permitirá
estudiar rutas promotoras del crecimiento vegetal para el desarrollo de un sistema de edición génica
a través de CRISPR/Cas9.

6.4.2 Hipótesis alternativa

La caracterización genómica de bacterias de suelo de cultivo de caña de azúcar no presentará
información relevante para el desarrollo de in sistema de edición génica a través de CRISPR/Cas9
para aumentar sus capacidades promotoras de crecimiento vegetal.

6.5 Metodología

6.5.1 PCR de colonia del gen 16S

Se inoculará 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 realizará el Master mix utilizando el buffer 2x GoTaq® Hot
Start colorless Master mix de PROMEGA. Se realizará una receta con un volumen final de 15 uL
por reacción utilizando el Buffer mencionado anteriormente, agua de grado molecular y los primers
de amplificación estándar del gen 16s, 27f y 1492r; los componentes de reacción se muestran a
continuación:

Cuadro 2
Receta para la amplificación del gen 16S por PCR de colonia

Componentes Concentración inicial Concentración final
Volumen agregado

(µL)
Buffer 2x GoTaq® 2x 1x 7.5
Primer 27f 10 µM 1.5 µM 1
Primer 1492r 10 µM 1.5 µM 1
H2O - - 5.5

Nota. Elaboración propia

La amplificación del gen se realizará utilizando el equipo PTC-100TM Programmable thermal
Controller MJ Research Inc. Utilizando la siguiente configuración:
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Cuadro 3
Condiciones de amplificación de 16S para PCR de colonia

Etapa Temperatura (°C) Tiempo (min) Ciclos
Desnaturalización inicial 95 5:00 1
Desnaturalización 95 0:4

30Alineamiento 53 0:4
Extensión 72 1:5
Extensión final 72 15:00 1
Almacenamiento 4 indefinido 1

Nota. Elaboración propia

Los productos de PCR serán 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 Extracción de ADN de bacterias

primero se inoculará una colonia de bacteria en un microtubo de 1.5 mL con 1000 µL de
caldo LB y se dejará un ON a 37°C con una agitación a 150 rpm. Para la extracción de ADN de
bacterias se utilizará el protocolo de extracción de ADN de cultivos bacterianos en suspensión del
kit QIAmp® DNA Mini and Blood Mini Handbook de QIAGEN utilizando los pasos para obtener
ADN genómico no libre de ARN.

6.5.3 Amplificación del gen 16S

Para la amplificación del gen, primero se normalizará la concentración del ADN extraído de
todas las muestras a 50 ng/uL. Posteriormente se utilizará el buffer 2x GoTaq® Hot Start colorless
Master mix de PROMEGA, agua de grado molecular y los primers 27f y 1492r. los componentes
de reacción se muestran a continuación:

Cuadro 4
Receta para amplificación de 16S

Componentes Concentración inicial Concentración final
Volumen agregado

(µL)
Buffer 2x GoTaq® 2x 1x 7.5
Primer 27f 10 µM 1.5 µM 1
Primer 1492r 10 µM 1.5 µM 1
ADN 50 ng/mL 100 ng 2
H2O - - 3.5

Nota. Elaboración propia

La amplificación del gel se realizará utilizando el equipo PTC-100TM Programmable thermal
Controller MJ Research Inc. Utilizando la siguiente configuración:
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Cuadro 5
Condiciones de amplificación de 16S

Etapa Temperatura (°C) Tiempo (min) Ciclos
Desnaturalización inicial 95 5:00 1
Desnaturalización 95 0:4

30Alineamiento 53 0:4
Extensión 72 1:5
Extensión final 72 15:00 1
Almacenamiento 4 indefinido 1

Nota. Elaboración propia

Los productos de PCR serán 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 Amplificación del gen nifH

Para realizar la amplificación del gen nifH, de igual manera se realizó una normalización de
la concentración de ADN extraído a 50 ng/uL. Se realizó una reacción de 15 uL utilizando el buffer
2x GoTaq® Hot Start colorless Master mix de PROMEGA, agua de grado molecular y los primers
descritos en el SOP de amplificación de nifH realizado por Ochoa, (2022) (ver anexos).

6.5.5 Secuenciación del gen 16S

Previo a la secuenciación del gen se determinará la concentración del producto de PCR
a través de espectrofotometría UV/Visible utilizando el equipo NanoDrop One/One Microvolume
UV/Vis de ThermoFischer Scientific. La secuenciación se realizará a través de Macrogen Inc. Online
Sequencing order System para el amplicón de 16s en una sola dirección. Los resultados retornados
son un archivo FASTA con el resultado de la secuenciación y su respectivo cromatograma.

6.5.6 Identificación de la especie bacteriana

Para la identificación de la especie bacteriana se utilizarán dos métodos para realizar una
referencia cruzada. Se utilizará la herramienta Nucleotide BLAST para hacer un alineamiento de los
FASTA de cada bacteria; asimismo, se realizará una búsqueda utilizando la herramienta SILVAngs
para análisis de genes de ARN ribosomal de la base de datos de SILVA. Se anotó las especies más
probables a base del Valor E, el porcentaje de identidad, la cobertura y los puntajes totales.

6.5.7 Selección de bacterias candidatas

Se evaluará el potencial de las bacterias con base en sus capacidades bioquímicas, dichas
capacidades fueron determinadas en un estudio previo según (Ochoa, 2022). Las características son
las siguientes: Fijación de nitrógeno, solubilización de fosfatos, solubilización de potasio, producción
de ACC deaminasa, producción de proteasas, solubilización de silicatos, productores de sideróforos,
producción de lipasas, producción de ácido indol acético, producción de quinasas y producción
gluconasas. Se seleccionará las bacterias que fueron positivas para la mayoría de las pruebas.
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6.5.8 Secuenciación de genoma completo

El procedimiento de preparación para realizar la secuenciación de genoma completo (WGS)
se llevará a cabo utilizando el kit Illumina DNA Prep Reference Guide. Previo a la secuenciación,
se realizará una extracción de ADN como fue descrito previamente.

Preparación de bibliotecas genómicas

Para la preparación de bibliotecas pes necesario primero realizar la tagmentación del ADN
genómico, luego es necesario llevar a cabo una limpieza post-tagmentación para posteriormente
amplificar el ADN. Por último, se realizará un gel de electroforesis de agarosa 1x para visualizar que
la preparación se ha llevado a cabo correctamente y poder calcular la molaridad. El procedimiento
detallado se encuentra en la sección de anexos.

Purificación y secuenciación de bibliotecas

Luego de realizar la preparación de bibliotecas es necesario llevar a cabo una limpieza con
el propósito de purificar las bibliotecas y que las lecturas sean apropiadas. Por último, debe de
prepararse el pool de las bibliotecas; para esto, se cuantificará la concentración de ADN y realizar
los cálculos para tener una concentración de 2 M por cada una de las muestras. La secuenciación se
llevó a cabo utilizando el equipo iSeq 100 System de Illumina.

6.5.9 Análisis bioinformático

Para realizar el análisis de las secuencias, el ensamblaje del genoma y los análisis
computacionales se utilizará una laptop Dell con un sistema operativo Windows 10 Pro 64-bit,
un procesador Intel® Core™ i5-1135G7 de 11va generación con 8 nucleos (8 CPU’s) y una memoria
RAM de 8192 MB. Se utilizará 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 instalará
en Ubuntu 20.04, Anaconda versión 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 /̃.bashrc

Para los paquetes que se usarán a través de Anaconda se recomienda sobremanera crear un
ambiente individual para cada uno, con el propósito que no exista conflicto por las versiones de las
dependencias.
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Figura 14
Metodología general de secuenciación y análisis bioinformático

Nota. Elaboración propia

Evaluación 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 secuenciación se utilizará el paquete FASTQC para obtener un reporte
con estadísticas que permite evaluar su calidad para el ensamblaje del genoma. FASTQC se instalará
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 utilizará el siguiente
comando:

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

Este comando retorna un reporte con varias estadísticas para realizar el análisis.

Identificación con DragenMetagenomics

Para comenzar a determinar con mayor confianza la taxonomía de las bacterias que se
estabán estudiando, con el propósito de confirmar el resultado de la secuenciación del gen 16s. Se
realizará una clasificación utilizando la aplicación DragenMetagenomics en la página para análisis
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: Extended kraken2

- Referencia: No aplica

- Dehosting: Si aplica

- Identificador del organismo: Bacteria

El programa retorna un arreglo de varios archivos para la determinación del origen de la
bacteria en cuestión.

Corte de secuencias no aptas para el ensamblaje

Para las secuencias cuya calidad no sea óptima, se realizará un recorte de las secuencias no
aptas utilizando el paquete Trimmomatic para anaconda. La instalación se realizará de la siguiente
manera:

- root@name conda create —name TrimmomaticEnv

- root@name conda activate TrimmomaticEnv

- root@name conda install -c bioconda trimmomatic

Para la ejecución del programa se utilizará 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 propósito de obtener el mejor ensamblaje posible, se utilizarán tres algoritmos
distintos para el ensamblaje De Novo. Se utilizará velvet, SPAdes y AbySS.

Primer ensamblaje: Para el primer ensamblaje, se utilizará la aplicación Velvet de novo Assembly
de la página 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 análisis de calidad.

Segundo ensamblaje: Para el segundo ensamblaje, se utilizó el algoritmo SPAdes versión 3.13.1
utilizando como archivo de entrada las secuencias FASTQ.gz cortadas por Trimmomatic. Para la
instalación del programa se ejecutarán 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 utilizará el siguiente comando:
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- root@name spades.py -1 NombreArchivoForwardCortado.fastq.gz -2
NombreArchivoReverseCortado.fastq.gz -o DirecciónDeSalida

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 utilizará, es necesario proveer el kmero óptimo
para llevar a cabo del ensamblaje. Para esto, se utilizará el paquete Kmergenie, el cual se instalará
con el siguiente comando:

- root@name conda create –name KmergenieEnv

- root@name conda activate KmergenieEnv

- root@name conda install -c bioconda kmergenie

Para la ejecución del programa se utilizará el siguiente comando:

- root@name kmergenie NombreArchivotCortado.fastq.gz

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

Para la ejecución del ensamblaje se utilizó el programa AbySS versión 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.

Evaluación de la calidad de ensamblaje

Para evaluar la calidad de ensamblaje se utilizará el paquete QUAST versión 5.2.0, el cual
retorna una serie de archivos, entre ellos un reporte donde se muestran varias estadísticas relevantes,
tales como el número de contigs, scaffolds, N50, tamaño del ensamblaje y entre otras. Para instalar
el paquete se ejecutará el siguiente comando:

- root@name sudo apt-get update

- root@name pip3 install quast

Para la ejecución del programa se seguirá el siguiente comando:

- root@name quast.py contigs1.fasta scaffolds1.fasta (. . . ) contigsN.fasta scaffoldsN.fasta
-o DirecciónSalida

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

Para la confirmación del genoma de referencia, se utilizará el paquete GTDB-tk versión, el
cual usa el ensamblaje. Para emplear este paquete, se utilizará la laptop debido a que es necesario
instalar las bases de datos para realizar los alineamientos. Para la instalación se ejecutará el siguiente
comando:

- root@name conda create –name gtdbtkEnv

- root@name conda activate gtdbtkEnv

- root@name conda install -c bioconda gtdbtk

- root@name download-db.sh

Posteriormente, se realizará la ejecución del programa para la clasificación de la siguiente
manera:

- root@name gtdbtk classify_wf –genome_dir direcciónGenoma –out_dir direcciónSalida
–cpus 12 – mash_db direcciónMashDB –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 realizará una indentificación de marcadores genéticos de
la bacteria con el siguiente comando:

- root@name gtdbtk identify —-genome_dir direcciónGenoma –out_dir direcciónSalida
–cpus 12 – mash_db direcciónMashDB –prefix nombre –extension fasta

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

Evaluación de calidad con genoma de referencia fastANI

Para evaluar la similitud del genoma de referencia con el ensamblaje, se utilizará el paquete
FastANI lpara obtener un grado de similitud y una comparación visual de regiones conservadas
evolutivamente. Se instalará de la siguiente manera:

- root@name conda create –name fastANIenv

- root@name conda activate fastANIenv

- root@name conda install -c bioconda fastani

Para el alineamiento y la obtención del archivo visual se ejecutará el siguiente comando:

- root@name fastANI -q ensamblaje.fasta -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 utilizará python usando el código proveido
en anexos. Se utilizará 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 comparación de ambos
archivos y sus regiones conservadas.
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Correción de ensamblaje ragtag

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

- root@name conda create –name ragtagEnv

- root@name conda activate ragtag Env

- root@name conda install -c bioconda ragtag

Para ejecutar el paquete se utilizará 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 según el genoma de referencia.

Anotación de genoma prokka

Para la anotación del genoma se utilizará la aplicación Prokka genome Annotation de la
página para análisis BaseSpace de Illumina. El archivo de entrada es el ensamblaje final y se utilizará
el ID “BS”. El programa retorna varios formatos con información relevante para análisis tales como
información de los genes y proteínas dentro del genoma.

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

Primero se generará 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 realizará una búsqueda
en la literatura donde se reporte la presencia de genes en KEGG y en la literatura. Se generará un
listado de los genes reportados con sus respectivos códigos de acceso de “GenBank”.

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

6.5.10 Desarrollo de mecanismo de mejoramiento por ingeniería genética

Diseño de plásmidos para la transformación bacteriana

Se realizará una búsqueda de plásmidos inducibles por compuestos que no afecten la salud
del suelo para poder proponer una transformación bacteriana para mejorar la fijación de nitrógeno.
Se buscará un plásmido con un gen reportero y resistencia para poder realizar la selección de las
bacterias transformantes. Asimismo, se agregará la secuencia reguladora y la secuencia promotora
para poder mediar la inducción del gen que se desea clonar. Se deberá considerar secuencias consenso
para el origen de replicación, así como secuencias asociadas a una mejor permanencia del plásmido
en la bacteria.



CAPÍTULO 6. METODOLOGÍA 40

Diseño para KO del gen nifL a través de CRISPR/Cas9

Se realizará 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 realizará un diseño
de un ARN guía para llevar a cabo el KO de la bacteria. Para esto, se utilizará la herramienta de
diseño de gRNA en Benchling. Se elegirá el genoma de referencia Bacillus subtilis con el código de
acceso GCA_000009045.1 y se escogerá la secuencia PAM “NGG” para la endonucleasa SpCas9.
Debido a lo que se desea realizar es un KO, se elegirá un intervalo entre 100-250 nucleótidos de la
secuencia para el diseño del gRNA. Por último, se evaluará 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 inespecíficos respectivamente.



CAPÍTULO 7

Resultados

7.1 Identificación de cepas bacterianas por 16S rRNA

Los resultados de secuenciación del gen 16S permitieron identificar las especies aisladas de
bacterias de suelo de cultivo de caña de azúcar.

Figura 15
Abundancia de géneros en suelo de Saccharum officinarum

Nota. Elaboración propia

41
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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
número de especies representantes.

7.2 Selección de bacterias para la secuenciación de genoma completo (WGS)

Posterior a la identificación a través de secuenciación del gen de la subunidad del ARN
ribosomal 16S, se utilizó la información descrita por Ochoa, V. (2022) para escoger cuales bacterias se
utilizarían para la secuenciación. Se tomó en cuenta las siguientes características: 1. AD: Producción
de ACC deaminasa; 2. FN: Capacidad de fijar nitrógeno; 3. GL: Producción de gluconasas; 4. IAA:
Producción de ácido-indol-3-acético; 5. LP: Producción de lipasas; 6. PR: Producción de pirrolnitrina;
7. Q: Producción de quitinasas; 8. SD: Producción de sideróforos; 9. Capacidad de solubilización
de fosfatos; 10. SI: Producción de silicatos y 10. SP: Solubilización de potasio. En base a estas
características, se escogió dentro de 222 bacterias aquellas que poseían la mayor cantidad de estas.

Cuadro 6
Bacterias candidatas con capacidad de promover crecimiento vegetal

Nota. Elaboración propia

En el cuadro 6, se puede evidenciar que todas las bacterias seleccionadas tenían la capacidad
de fijar nitrógeno, solubilizar potasio y fosfatos, producir sideróforos para quelar metales, sintetizar
pirrolnitrina para el control potencial de patógenos fúngicos, y producir fitohormonas como la
ACC desaminasa y ácido-indol-3-acético. Solamente la bacteria 1AP23 se caracterizó por producir
quitinasas. Por el otro lado, cinco bacterias presentaron la capacidad de producir gluconasas. Cabe
mencionar que, debido al enfoque del estudio, se priorizó la capacidad de fijar nitrógeno sobre las
demás características promotoras del crecimiento de plantas.
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Figura 16
Amplificación de nifH de las bacterias seleccionadas

Nota. Elaboración propia

Para evaluar a mayor profundidad la capacidad fijadora de nitrógeno de las bacterias
seleccionadas, se prosiguió a realizar una PCR del gen nifH, el cual codifica para la nitrogenasa
del complejo de fijación. Como se menciona en la sección de metodología, se utilizó cebadores
degenerados debido a que se ha caracterizado que dentro de este gen existe una alta variabilidad
(Coelho et al., 2009). La prueba evidenció que, de las 12 bacterias seleccionadas, solamente cuatro
de ellas no fueron positivas para la identificación 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 fijación de nitrógeno, particularmente los genes vnf y anf, además las pruebas
bioquímicas realizadas por Ochoa, (2022) evidenciaron que sí eran capaces de fijar nitrógeno.

7.3 Análisis bioinformático de WGS de bacterias

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

Nota. Elaboración propia

Los análisis de calidad de las secuencias crudas muestran que todas, a excepción de R2 de
la muestra 1AB11, presentaron una buena calidad bajo los parámetros de las estadísticas básicas,
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 parámetro de contenido de base por secuencia, esto
se debe a que generalmente existe una inclinación dependiendo de la preparación de las bibliotecas
genómicas (sato et al., 2019). Asimismo, todas las muestras reflejaron tener alerta o fallo en el
parámetro GC por secuencia, esto está asociado a las secuencias sobrerrepresentadas (Schwartz et
al., 2010), por lo que este parámetro también mostró una alerta.

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

Nota. Elaboración propia

La calidad analizada posterior al realizar el procesamiento mostró que fue posible mejorar
los parámetros de secuencias sobrerrepresentadas (a excepción 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 mencionó anteriormente, existe una
tendencia a generar este error por preparación de las bibliotecas, particularmente en el proceso de
tagmentación.

Las secuencias procesadas fueron utilizadas posteriormente para realizar el ensamblaje del
genoma. Se utilizó tres algoritmos De novo: Abyss, SPAdes y velvet, para evaluar y seleccionar el
mejor ensamblaje para el análisis del genoma. Para evaluar la calidad de los ensamblajes se utiliza
el programa Quast que calcula los siguientes parámetros de calidad: 1. El número 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 tamaño o mayor puede producir el 50 % del ensamblaje (N50), 4. N90,
5. El número mínimo de scaffolds requeridos para producir al menos el 50% del ensamblaje (L50),
6. L90 y porcentaje de GC.
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Cuadro 9
Calidad de los ensamblajes con ABySS

Muestras Parámetros 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. Elaboración propia

Los ensamblajes generados por AbySS presentan generalmente un número de scaffolds más
elevado que SPAdes y velvet. Asimismo, se puede observar en los cuadros, particularmente en
base al parámetro L50, que, en algunas muestras, es necesario utilizar 100 o más scaffolds para
poder completar el 50 % del genoma. Estos parámetros, junto a N50, reflejan que existe una gran
fragmentación en los ensamblajes. Sin embargo, particularmente las muestras 1AB11 y 1 AP23
usando este algoritmo presentaron un menor número de scaffolds que los ensamblajes con el algoritmo
SPAdes. Lo que podría indicar que el genoma se encuentra más íntegro.

Cuadro 10
Calidad de los ensamblajes con Velvet

Muestras Parámetros 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. Elaboración 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
número de scaffolds, una menor cantidad de ellos para completar 50% del ensamblaje e incluso una
mayor longitud, lo que sugiere que presenta un ensamblaje más con menos fragmentación.
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Cuadro 11
Calidad de los ensamblajes con SPAdes

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

1AB11 148 5,233,367 958,922 203,949 3 7 35.61
1AP23 2,394 6,757,699 233,377 702 9 1,250 60.91
2MO6 73 6,650,351 191,689 64,337 12 32 60.44
2MO7 72 6,649,642 225,699 69,783 10 28 60.44
2MO12 789 4,063,197 9,045 2,323 136 482 43.54
2MO14 86 6,643,631 231,957 69,783 10 27 60.45
4MO3 27 3,697,400 358,776 89,998 5 12 38.92
2AP13 344 6,336,386 30,392 9,269 59 201 60.34
2AP16 150 6,347,709 74,900 20,579 29 84 60.34
2AP12 19 3,965,519 405,435 191,160 2 8 38.61

Nota. Elaboración propia

Por último, SPAdes fue el algoritmo que generó mejores resultados. La mayoría de los
ensamblajes tienen el menor número de Scaffolds utilizando este algoritmo en comparación con los
otros dos. Además, todas las muestras (menos la 1AP23) necesitaron un menor número 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 comparación de los tres ensamblajes, se seleccionó el mejor ensamblaje
para cada muestra basado principalmente en los resultados con menos fragmentación, para poder
realizar de mejor manera los alineamientos, y por ende, obtener mejores resultados en la anotación
del genoma a través de prokka. Sin embargo, previo a esto, se determinó el genoma de referencia
más apropiado utilizando el paquete GTDB-Tk (descrito en la sección de metodología) a través de
alineamientos utilizando el método de clasificación 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 índice de similitud calculado con
FastANI, la clasificación 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 clasificación.

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 (2MO6, 2MO7 y 2MO14), Bacillus subtilis (2MO12), Acinetobacter baumannii (4MO2),
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 realizó la
anotación del ensamblaje del genoma utilizando el algoritmo Prokka, en el cual se obtuvieron varios
archivos con todos los genes codificantes caracterizados. Se utilizó el archivo con extensión GFF para
determinar los genes de las características de interés.
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Cuadro 12
Determinación de genoma de referencia por GTDB-Tk

Nota. Elaboración propia
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7.4 Identificación de genes asociados a la fijación de nitrógeno

Luego de realizar una búsqueda de los genes implicados en la ruta de fijación de nitrógeno
bacteriana en la Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) del grupo de genes nif, vnf
y ndf se realizó una lista de aquellos codificantes para la formación y estabilidad del complejo
nitrogenasa. Posteriormente se buscó manualmente en el archivo GFF cada uno de los genes para la
identificación y construcción del operón nif.

Figura 17
Determinación de genes para la fijación de nitrógeno. Se muestran los genes identificados en las
cepas estudiadas

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

Fue posible localizar los genes nifS, nifU, nifA, fixH, fixO, fijJ, DraG en algunas de las
bacterias promotoras seleccionadas, particularmente se encontró una mayor incidencia de nifU el
cual es importante para el ensamblaje del complejo nitrogenasa (Rubio, 2008). Se caracterizó genes
para la síntesis de los núcleos de sulfuro férrico (FeS) del complejo, así como proteínas modulares
como es el caso de nifU. Asimismo, en algunas de las especies se logró identificar genes reguladores,
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particularmente nifA para la regulación de la nitrogenasa dependiente de molibdeno y también vnfA
para la regulación del complejo dependiente de vanadio. No se identificó 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 operón nif (Franco-Sierra et al., 2020).

7.5 Identificación de genes asociados a biodisponibilidad de fósforo

Se realizó de igual manera una anotación manual de los genes encontrados para mejorar la
biodisponibilidad de fósforo reportados en la literatura de los cuales se escogieron 8 genes debido
a que se ha reportado que codifican a proteínas reguladoras de genes asociados en metabolismo de
fósforo y también para la producción de fosfatasas, las cuales con importantes en la solubilización
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 determinó los genes phnX y appA están presentes en casi
todas a excepción de B. subtilis y Acinetobacter sp. respectivamente. Se logró determinar en menor
medida los genes phoA y phnJ en las especies B. tropicus, B. subtilis y Pseudomonas sp. Así como
phoD en casi todas las especies a excepción de B. tropicus.

La figura 18B muestra un diagrama de la ruta para solubilizar fosfatos mediada por los
genes determinados en este estudio. Se identificó los genes PhoR, phoP y phoB en todas las cepas
estudiadas, los cuales se han caracterizado por regulares positivamente operones para solubilización
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 logró determinar en todas las cepas a
excepción de B. tropicus 1AB11 y Pseudomonas sp. 1AP23, sin embargo, en la cepa 1AB11 sí se
identificó el gen phoA. De igual manera, se encontró la presencia de otros genes implicados en la
solubilización de fósforo, tales como el gen appA, en cual solo estuvo ausente en la cepa Acinetobacter
sp. 2AP9. Asimismo, solamente la cepa B. subtilis 2MO12 no presentó el gen phnX, mientras que el
gen phnJ solo se determinó en Pseudomonas sp. 1AP23. A pesar de que algunas muestras no tenían
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
Determinación de genes para aumentar la biodisponibilidad de fósforo

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 fósforo. (B) Se muestra un diagrama de la función general de
los genes reguladores y los genes que directamente se relacionan a la mineralización.
Elaboración propia
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7.6 Identificación de genes asociados a la producción de ácido indol-3-acético
(IAA)

Se determinó de igual manera algunos genes implicados en biosíntesis de IAA, fitohormona
perteneciente a las auxinas estudiada sobremanera para el crecimiento de plantas.

Figura 19
Genes identificados en la ruta de síntesis de IAA

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.
Elaboración propia

En la figura 19A se muestran los resultados de los genes determinados manualmente de la
anotación en base a prokka. El ácido indol acético presenta varias rutas de síntesis, de las cuales la
gran mayoría parte del L-triptófano. El gen más frecuente determinado fue trpC, el cual se encuentra
en la ruta de biosíntesis del L-triptófano anotada en Kegg. Asimismo, se determinó que varias especies
bacterianas tenían la presencia del gen iaaM. La especie estudiada que presenta el mayor número
de genes determinados en Pseudomonas sp, en la cual solo no fue posible determinar la presencia de
los genes tynA y rebO. Particularmente, se observó que todas las especies de Pseudomonas tenían 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 esquematización de la ruta de
biosíntesis en base a los genes que fueron determinados en la anotación de prokka. Se evidencia que
la ruta más directa para la síntesis de IAA a partir del precursor L-triptófano es mediada por iaaM
e iaaH.

7.7 Identificación de genes asociados a la producción de sideróforos

De igual manera, se determinó la producción de algunos sideróforos reportados en la
literatura, los cuales son compuestos quelantes que aumentan las capacidades de adquisición de
hierro (Ahmed y Holmströn, 2014). Se buscó los genes implicados en la producción de los sideróforos
enterobactina, bacilibactina y pyochelin (Valdebenito et al.,2006; Miethke et al., 2006; Brandel
et al., 2012), así como algunos genes implicados en el transporte y funciones asociadas para el
funcionamiento correcto de los mismos.

Cuadro 13
Genes identificados para la producción de sideróforos

Nota. Elaboración propia

Los genes asociados para la biosíntesis de enterobactina se encontraron presentes
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mayoritariamente en A. baumannii, cabe mencionar que la mayoría 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 biosíntesis del compuesto. Por el otro lado, se encontró la pyochelin es un
sideróforo 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 síntesis son la P. canadensis, P. paraglycinae y Pseudomonas sp. Por último, tanto B. tropicus y
B. subtilis tienen presencia de genes implicados en la síntesis de bacilibactina, la cual se caracterizó
en el género Bacillus.

7.8 Identificación de genes reportados para el control de Fusarium

Se realizó una búsqueda corta de algunos genes que han sido estudiados para el control
biológicos de fusarium, el cual es un hongo fitopatógeno que afecta sobremanera los cultivos de caña
de azúcar (Viswakarma et al., 2013). Los genes prnA, prnB, prnC y prnC se encuentran implicados
en la biosíntesis de la pirrolnitrina (Garbeva et al., 2004). Asimismo, los genes katA, katB y katE,
para la producción de la catalasa inducible (Romero-Gutiérrez et al., 2020).

Cuadro 14
Genes identificados para el control potencial de Fusarium

Nota. Elaboración 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 caracterización Ochoa,
(2022), fue posible identificarlos. Por el otro lado, el gen katE se encontró en todas las especies
estudiadas. Asimismo, se determinó 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 Identificación de factores de virulencia

Se realizó una búsqueda de factores de virulencia para cada género en la virulence factor
Database VFDB para identificar el potencial de patogenicidad de las bacterias estudiadas.

Cuadro 15
Genes asociados a factores de virulencia

Nota. Elaboración propia
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Se realizó una división dependiendo de la función del factor de virulencia, es decir, sí este
estaba implicado en la producción de alguna endotoxina, sí era capaz de producir biofilm para
aumentar su supervivencia a distintos factores de estrés, sí puede adherirse o su capacidad de resistir o
modular la respuesta inmune. No se determinó en ninguna especie genes codificantes de endotoxinas;
sin embargo, la mayoría de las especies sí presentaron genes cap y lpx para llevar a cabo la modulación
del sistema inmunológico. De igual manera, todas las bacterias, exceptuando B. tropicus y B. subtilis,
fueron positivas para genes implicados en la formación de biofilm caracterizados para los géneros
Acinetobacter y Pseudomonas. Por último, solamente las dos especies del género Acinetobacter, y
especies de P. paraglycinae poseían el factor de adherencia pilE.
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7.10 Sistema de edición génica propuesto para la optimización en la fijación de
nitrógeno

El análisis bioinformático evidenció una gran variedad de características asociadas para
cada bacteria; es decir, algunas en algunas de ellas se determinó una mayor cantidad de genes
asociados a distintas capacidades promotoras, tales como: síntesis de ácido-indol-3-acético, síntesis
de sideróforos, síntesis de proteínas para aumentar la biodisponibilidad de fósforo y síntesis de
compuestos que pueden utilizarse potencialmente como control biológico. Sin embargo, la especie en
la cual se reportó una mayor cantidad de genes asociados a fijación de nitrógeno, y que además ha
sido caracterizada como PGPB resultó ser B. subtilis, por lo tanto, fue escogida para el desarrollo
del sistema de mejoramiento genético para una fijación de nitrógeno aumentada.

Figura 20
Estructura y distribución de genoma de B. subtilis

Nota. Elaboración propia

En la figura 20 se presenta la esquematización de la estructura del genoma ensamblado de B.
subtilis, este está comprendido por un contenido de GC de 43.54% y se determinó una cobertura de
casi 90 % (ver cuadro 12 ) en base al genoma de referencia con un tamaño 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



CAPÍTULO 7. RESULTADOS 58

transferencia (tRNA) y las regiones de ARN ribosomal (rRNA).

Figura 21
Plásmido inducible por ácido salicílico

Nota. Elaboración propia

Para mejorar la fijación de nitrógeno utilizando el sistema CRISPR, se propone realizarla
una edición génica en dos pasos (ver figura 31 ). Primero, se realizará una clonación del gen nativo
nifA para la regulación positiva del operón nif en tres plásmidos inducibles. Asimismo, se realizará
una eliminación del gen de regulación negativa nifL a través de un KO por el sistema CRISPR/Cas9.
Se llevará a cabo una combinación de técnicas para evaluar cual de estas propuestas presenta un
mejor resultado. En la figura 21 se muestra el constructo del plásmido propuesto pNahR/Psal, en
esta se cuenta con una secuencia reguladora NahR y un promotor PsalTCC, el cual es inducible por
ácido salicílico. Asimismo, la estructura del plásmido tiene un gen de resistencia a gentamicina, un
gen reportero fluorescente monomeric red fluorescent protein 1 (mRFP1 ), un origen de replicación
RSF oriV para la iniciación de la replicación y una región oritT para la transferencia. El plásmido
también cuenta con la región codificante de repA y repB, las cuales se unen al sitio de replicación
oriV y regulan el número de copias para una mejor permanencia en las bacterias respectivamente.
Por último, el plásmido presenta los sitios para los cebadores M13 y M13/pUC para la clonación
de genes. El constructo utilizado fue desarrollado por Schuster y Reish. (2021). La secuencia del
regulador NahR fue obtenida de NCBI con el código de acceso NC_016603.1, mientras que la
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secuencia del promotor fue obtenida de Meyer et al. (2019).

Figura 22
Plásmido inducible por OC6

Nota. Elaboración propia

De igual manera que el plásmido inducible previamente descrito, la estructura general de
PluxOC6 varía solamente en la región con la secuencia reguladora y con el promotor seleccionado. En
este caso, se encuentra el regulador LuxR 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 código de acceso NC_011186.1, asimismo, la secuencia del promotor
PluxB fue obtenida de Meyer et al. (2019).
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Figura 23
Plásmido inducible por OCH14

Nota. Elaboración propia

El presente constructo se caracteriza por tener el regulador cinR y el promotor Pcin. Al
igual que los plásmidos mencionados con anterioridad, el constructo general es el mismo, debido a
que de esta manera el protocolo de clonación y transformación sería similar. El plásmido propuesto
PcinOHC14 es inducible por el compuesto hidroxitetradecanoil-homoserina lactona. La secuencia del
regulador fue obtenida de NCBI con el código 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 edición KO-CRISPR para el gen nifL

Nota. Elaboración propia

Por último, se presenta un esquema del sistema propuesto para realizar una eliminación
(KO) del gen regulador nifL para la fijación de nitrógeno. Para esto, se diseñó un ARN guía (gRNA)
a través de la herramienta benchling CRISPR design. En la figura 24A se muestra el diagrama en
donde se propone realizar un complejo ribonucleoproteína (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 diseñados, en donde se muestra la posición de corte (donde idealmente es entre 100-250
nucleótidos 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 último, el puntaje off-target representa la
probabilidad inversa de ediciones inespecíficas por la endonucleasa Cas9, el ARN guía con un mejor
puntaje se muestra resaltado en morado. Por lo tanto, en ambos puntajes un valor mayor representa
una mejor calidad de diseño del gRNA.
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Discusión

Las prácticas de agricultura convencional impactan fuertemente la salud del suelo,
principalmente por el uso de agroquímicos para proveer al cultivo de nutrientes y protegerlo de
agentes patógenos 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 metabólicos que modulan la biodisponibilidad de nutrientes, por lo tanto, una disminución
en su diversidad influye en el crecimiento saludable de las plantas (Ahemad y Kibret, 2014). Lo
anterior, ha llevado al desarrollo de inóculos a base de microorganismos para mitigar los daños y
reconstituir la salud del suelo, con el objetivo de desarrollar sistemas más sostenibles para mantener
los cultivos agrícolas. Para esto, es importante entender la dinámica 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 fijación de nitrógeno, producción
de ácido-indol-3-acético, sideróforos, y el aumento de biodisponibilidad de fósforo llevado a cabo
por los microorganismos para utilizar técnicas moleculares para aumentar estos procesos y que sean
más efectivos. El propósito de este estudio es llevar a cabo una caracterización de las capacidades
promotoras de crecimiento vegetal de bacterias aisladas de suelo de Saccharum officinarum a través
de un análisis de su genoma completo, asimismo, desarrollar una propuesta de edición génica para
aumentar el proceso de fijación de nitrógeno. Este estudio apoyara a que en un futuro se utilicen
inóculos a base de microorganismos en el cultivo de la caña para mejorar la calidad del suelo y
disminuir la cantidad de fertilizante aplicado en los suelos.

Este estudio partió del trabajo de Ochoa, (2022) en el que se aislaron y evaluaron
características promotoras del crecimiento de 222 bacterias. El primer paso de este estudio fue
la identificación de las 222 bacterias a través de una secuenciación del gen de ARN ribosomal 16S,
en la figura 15 se muestra que fue posible identificar hasta 22 géneros, dentro de los cuales los
más 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) determinó en suelo de cultivo de caña de azúcar en Brasil una diversidad
similar, donde se identificó varias especies de Acinetobacter, Bacillus, Pseudomonas, Azorhizobium
y entre otros géneros. De igual manera, Bonato et al., (2021) evidenció que en suelos de cultivo de
caña en el trópico había una gran incidencia de los mismos géneros más presentes determinados en
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la identificación 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 nitrógeno, la capacidad de sintetizar distintas fitohormonas, producir
enzimas para la degradación o conversión de compuestos para aumentar su biodisponibilidad e incluso
potencialmente controlar patógenos (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 nitrógeno, producir ACC
deaminasa, ácido indol-3-acético, pirrolnitrina, proteasas, sideróforos, solubilizar fosfatos y solubilizar
potasio. Por lo tanto, presentan un gran potencial para utilizarse en la formulación de bioinóculos.
Para la selección de las bacterias candidatas para llevar a cabo WGS, también se realizó una PCR del
gen nifH (ver figura 16 ) que codifica a una proteína 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 fijación de nitrógeno fueron positivas.
Esto sugiere que podrían codificar a genes de la nitrogenasa dependiente de vanadio regulada por
el operón vnf, o la nitrogenasa dependiente de hierro regulada por el operón anf (Mus et al., 2018),
asimismo, es posible que por la variabilidad de estos genes tampoco haya podio determinarse porque
falta de conservación (Coelho et al., 2009).

Se llevó a cabo una secuenciación de genoma completo de las bacterias candidatas
seleccionadas (ver cuadro 6 ) a través de tecnología de secuenciación de nueva generación (NGS). Al
analizar los datos de secuenciación se observó que dos de las doce muestras secuenciadas presentaron
contaminación, las bacterias 1AB21 y 2AP12, lo que pudo haberse debido a la presencia de otra cepa
que morfológicamente es muy parecida, para evitar esto es posible realizar un estriado de la colonia
tomada para la extracción de ADN para poder ratificar que en efecto es una cepa aislada. por lo tanto,
fueron descartadas y se prosiguió con el análisis bioinformático de las lecturas obtenidas. Primero
se analizó las secuencias crudas a través del programa FastQC, el cual permite ver estadísticas base
para determinar si los resultados obtenidos son apropiados para un análisis superior, como puede
ser el ensamblaje y anotación de genomas (Andrews, 2010). Se determinó que todas las muestras
tenían resultados aceptables, como se muestra en el cuadro 7, los parámetros principales como la
calidad de secuencia base, la calidad de secuencia per-tile y la puntuación de calidad por secuencia
fue aceptable en todas las secuencias a excepción 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 parámetros mostraron una
alerta, el resultado de análisis 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 secuenciación en genomas que tienen
regiones con una baja proporción de GCs, lo cual también puede estar asociado a la preparación 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 selección de la tecnología de secuenciación y también para la
selección del kit de preparación de bibliotecas, particularmente determinaron que el kit DNA Flex
Library Prep Kit de Nextera no evidenció una introducción de este error por el porcentaje de GCs.

Es importante mencionar que la alerta en el parámetro de secuencias sobrerrepresentadas
puede haber impactado en la alerta del parámetro de contenido GC por secuencia, asimismo,
la sobrerrepresentación puede llevar a problemas en el ensamblaje, particularmente a errores de
ensamblaje (“Misassemblies”), una reducción en la exactitud y también un aumento en la demanda
computacional para procesarlo (Schwartz et al., 2010). Por lo tanto, se realizó un procesamiento
o “corte” de las secuencias a través de Trimmomatic. En el cuadro 8 se presentan nuevamente los
parámetros de calidad de las secuencias, en este caso, posterior al procesamiento. La mayoría de los
parámetros mejoraron, en este caso, solo la lectura R2 de la muestra 2AP9 permaneció en alerta
en el parámetro de secuencias sobrerrepresentadas. Cabe mencionar que se ha determinado que
generalmente las lecturas R2 suelen tener menor calidad debido a errores en la amplificación y por
la desaminación de las bases (Schirmer et al., 2015), lo que explicaría por qué la mayoría de las
secuencias donde hay alertas, o no cumplieron con los requisitos del parámetro son R2. Por último,
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cabe mencionar que, a pesar del procesamiento, el parámetro de contenido de base por secuencia
no fue cumplido, la documentación del programa reporta que errores asociados a este parámetro se
deben comúnmente a la preparación de bibliotecas, algunos kits de tagmentación están 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 parámetro 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 llevó a cabo tres distintos
ensamblajes con algoritmos de ensamblaje basados en el principio de grafos De Brujin: ABySS, velvet
y SPAdes. Los parámetros de calidad de los ensamblajes se analizaron y se eligió el que generara
mejores resultados para la identificación del mejor genoma de referencia y consecuentemente la
anotación del genoma. En los cuadros 9 , 10 y 11 se muestran los parámetros de calidad obtenido
para los ensamblajes realizados con ABySS, SPAdes y velvet ; La mayoría de los ensamblajes con
este algoritmo se encontraban por encima de los 100 scaffolds y por lo general, el número de estos
fue más aceptable evidentemente a través de los algoritmos Velvet y SPAdes, los cuales generaron
ensamblajes con un menor número de Scaffolds. Esto se puede deber a que estos dos algoritmos
realizan el cálculo del Kmero óptimo para su ensamblaje; SPAdes lleva a cabo una realización de
grafos incorporando las lecturas pareadas a través de la estructuración 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 predicción dependiendo
del resultado del histograma (Behera et al., 2018).

Al realizar la comparación general de los tres ensamblajes (ver cuadros 9, 10 y 11 ), se
puede observar que SPAdes genera con más frecuencia mejores resultados, debido a que la longitud
del ensamblaje es mayor, en la mayoría de las muestras se obtiene un menor número de Scaffolds
y un menor número 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
número 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 8
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 análisis bioinformático, se
analizó individualmente la calidad de los ensamblajes para cada muestra; a pesar de que en algunos
casos ABySS y Velvet tenían un menor número de Scaffolds que SPAdes, se escogió este último
ensamblaje para todas las muestras a excepción de la muestra 1AP23, debido a que en todos estos
casos el valor N50 era menor, por lo que, a pesar de tener más scaffolds, algunos de ellos son de
mayor longitud, por lo que en definitiva estaba menos fragmentado.

Se prosiguió con la determinación del genoma de referencia y la anotación en Prokka como
se encuentra descrito en la metodología. En el cuadro 12 se muestran los resultados del análisis
por GTDB-Tk. En el cual cabe destacar además de la clasificación final, los valores de similitud
calculados por FastANI y la cobertura del ensamblaje realizado en base al genoma de referencia
obtenido con Quast. Se determinó 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
información 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) aisló y caracterizó bacterias endofíticas del género Bacillus de la raíz de
la caña de azúcar, en este estudió se determinó que esta especie era capaz de producir sideróforos
y de combatir el tizón de la vaina de arroz causada por el hongo patógeno Rhizoctonia solani. No
obstante, en este estudio B. tropicus no se caracterizó por producir fitohormonas o por solubilizar
fósforo, lo que puede deberse al nicho ecológico 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: producción de IAA, sideróforos, fijación de nitrógeno y solubilización de
fósforo. Esto difiere de los resultados obtenidos en este estudio, debido a que se determinó que B.
tropicus aislada de suelo de cultivo de caña de azúcar en Guatemala, sí presenta varias características
para promover el crecimiento (ver cuadro 6 ), esto se puede deber principalmente a la región en donde
fueron aisladas, además, en el estudio de Efe, (2020), las bacterias fueron aisladas de suelos ricos en
metales, por lo que es posible que la presión selectiva no haya permitido a las B. tropicus que tenían
estas características 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 caracterización 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
nitrógeno, de producir IAA, sideróforos, proteasas, pectinas, quitinasas y en algunos casos combatir
a hongos patógenos (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 sí presentan potencial de
ser utilizadas para agricultura sostenible, además, son de un particular interés porque a pesar de
que se caracterizó como fijadora de nitrógeno, no fue posible identificar el gen nifH (ver figura 16 ),
por lo que podrían codificar a operones menos convencionales o en su defecto, presentar genes que
aún no han sido descritos.

En el caso del género Acinetobacter, a pesar de ser estudiado principalmente por sus
características 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 caracterizó particularmente a Acinetobacter baumannii
aislada de suelo como una PGPB, en este estudio se determinó que tenía la capacidad de solubilizar
potasio, solubilizar zinc, producir IAA y también sideróforos. Estos resultados resaltan los hallazgos
de este estudio, debido a que, de igual manera, A. baumannii 4MO3 presentó una gran capacidad
promotora, ya que tenía la capacidad de fijar nitrógeno, solubilizar varios compuestos y producir
IAA.

B. subtilis ha sido estudiado más ampliamente por sus características promotoras de
crecimiento de plantas, particularmente se caracteriza por ser una rizobacteria con un gran potencial.
La revisión realizada por Sivasakthi et al., (2014). mencionan varias características de B. subtilis tales
como fijación de nitrógeno, síntesis de IAA, producción de sideróforos, solubilización de fosfatos e
incluso presenta potencial de utilizarse como un control de patógenos como algunas especies de
Aspergillus, Rhizoctonia y Fusarium. La mayoría de las características 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
características de la bacteria B. subtilis 2MO12 caracterizada en este estudio, es capaz de fijar
nitrógeno, solubilizar fósforo y potasio, producir fitohormonas y sideróforos. Por lo tanto, es de gran
interés, particularmente porque existen más estudios que ratifican su uso como PGPRB.

La dinámica 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 fósforo 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 producción de fosfatasas alcalinas para la mineralización de fosfatos (Liang et al., 2020;
Fraser et al., 2015). Los genes determinados phnX y phnJ son importantes para la producción de
fosfonoacetaldehido hidrolasa y una C-P liasa respectivamente que participa en la conversión de
fosfatos orgánico a inorgánico (Pi) (Kamat y Raushel, 2015; Liang et al., 2020). Por último, el
gen appA codifica para una fitasa, la cual de igual manera ayuda en la producción de Pi, es de
particular importancia ya que aproximadamente el 60% del fósforo inorgánico se encuentra en la
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forma de fitato, el cual no está directamente disponible para las plantas (Wang et al., 2013). La
determinación de genes reportados para el aumento de la biodisponibilidad de fósforo demostró que
las bacterias estudiades tienen un gran potencial para la solubilización 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 determinación de solubilización de fosfatos llevado a cabo por Ochoa,
(2022).

De igual manera, se realizó un listado de genes importante para la síntesis de IAA, como se
puede ver en la figura 19A, la mayoría de las especies cuentan con genes implicados para la producción
de esta fitohormona, sin embargo, la bacteria 1AP23 Pseudomonas sp. presentó una mayor incidencia
de estos, lo cual es esperado debido a que varios estudios han caracterizado distintas especies del
género Pseudomonas por la producción 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
triptófano-2-monooxigenasa y a la indol-acetamida hidrolasa (Vega-Celedón, 2016), representan la
ruta más directa para la producción de IAA a partir del L-triptófano. Existen otras rutas directas que
han sido caracterizadas para la ruta de biosíntesis de forma directa; particularmente el metabolismo
de dos pasos mediado por el L-triptófano oxigenasa y la indol-3-acetaldehido oxidasa (Duca et al.,
2020). A pesar de que la mayoría de las especies tienen presente el gen iaaM solamente Pseudomonas
sp. presentó el gen iaaH, no obstante, se hipotetiza que solo no fue posible realizar la identificación
con prokka por la fragmentación del genoma o por la variación que pueda existir en el gen para cada
especie.

Se identificaron varios genes implicados en la biosíntesis de distintos sideróforos los cuales
se encuentran resumidos en el cuadro 13. Acinetobacter baumannii presentó los genes codificantes
de enterobactina, el cual es un sideróforo encontrado principalmente en Escherichia y salmonella
(Valdebenito et al., 2006) pero se ha caracterizado en algunas cepas de A. baumannii (Penwell et
al., 2012). La síntesis se lleva a cabo por los genes entA, entB y entC, asimismo, el gen fepA es de
particular importancia porque codifica a una proteína de membrana para complejos de enterobactina
férrica (Crossa & Walsh, 2002; Cao et al., 2000). Cabe mencionar que el operón consta de 14 genes
estudiados, de los cuales no fue posible determinar en el genoma la mayoría de los genes fep (como
fepE/C/G) y fes (Crossa y Walsh, 2002), probablemente debido a la fragmentación del genoma
ensamblado. Por el otro lado, se determinó que B. tropicus y B. subtilis tenían la presencia de varios
genes implicados en la síntesis de la bacilibactina. El estudio de Miethke et al., (2006). evidencia la
capacidad de producción de este sideróforo por B. subtilis, el cual es capaz de producir este agente
quelante para capturar hierro. La biosíntesis de la bacilibactina está 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 sideróforos, sin embargo, sí fue posible identificar algunos genes importantes en
la producción del sideróforo pyochelin, el cual ha sido reconocido como un sideróforo determinado
comúnmente 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 biosíntesis de pyochelin depende del
cluster comprendido siguientes genes: pchA, pchB, pchC, pchR, pchE para P. aueruginosa de estos,
solamente la especie P. canadensis presentó la mayoría de estos; específicamente pchA/R/B.

En el cuadro 14 se muestran los resultados de algunos genes que potencialmente confieren
la capacidad combatir organismos fitopatógenos, particularmente del género Fusarium. Los genes
prnA, prnB, prnC y prnD son necesarios para llevar a cabo la síntesis de la pirrolnitrina (Garbeva
et al., 2004), sin embargo, a pesar de que, en el estudio realizado por Ochoa, (2022). se reportó que
fueron capaces de producirlo, los genes no están presentes. Lo que se puede deber a la fragmentación
en el ensamblaje del genoma o porque existe una gran variabilidad en el gen. Moghabieb et al.,
(2021) estudió como la sobrexpresión 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 específico katA, katB y katE, Los genes katA y katB codifican para catalasas que
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potencialmente pueden utilizarse para el control biológico 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 biológico
llevado a cabo por bacterias.

Se llevó a cabo una identificación 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 producción de
exotoxinas, que es el factor al que se le proporcionó una mayor prioridad, debido a su implicación
en el desarrollo de enfermedades y daño al hospedero. Por el otro lado, sí fue posible identificar
otros factores de virulencia, principalmente para la formación de biofilm (pgaA/B/C/D, alpA/B/C
y mucA/B/D) y para modular el sistema inmune humano en caso de una infección (lpxA/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 serán altamente patogénicas (Malovichko et
al., 2019). En el caso de la formación de biofilm, existen varios estudios que reportan que la síntesis
de esta capa de polisacáridos es beneficiosa para las PGBP, debido a que permite que las bacterias
colonicen las regiones de las raíces 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 identificación de genes asociados a la fijación
de nitrógeno. En este, se muestra un resumen de la identificación basado en el complejo nitrogenasa
con el operón más incidente, el cual está compuesto por los genes nif. Se realizó una búsqueda de
todos los genes implicados en la formación de las tres distintas nitrogenasas (operón nif -Molibdeno,
vnf-vanadio y anf -hierro), no obstante, no fue posible identificar los genes anf, asimismo, solo se
identificó el gen vnfA para el complejo nitrogenasa dependiente de vanadio, lo que podría deberse
a que no se pudo identificar los genes con Prokka debido a la fragmentación o posible variabilidad
de secuencias. La identificación con la anotación del genoma solo permitió 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 posición del gen nifL
en la estructura del operón, pero debido a la fragmentación del genoma no fue posible identificarse a
través de Prokka. De igual manera, la disposición del operón nif indica que la presencia de los genes
nifU y nifS sugiere que los demás genes están presentes en el genoma, pero la calidad de ensamblaje
no fue suficiente para su identificación. Cabe mencionar que existen complicaciones para realizar la
identificación de los genes nif debido a una alta variabilidad (Coelho et al., 2009).

Es importante mencionar que se identificó la presencia del gen nifH a través de PCR, sin
embargo, este mismo no se logró identificar en los genomas ensamblados (ver figura 16 y la figura
17A), 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 nitrógeno aisladas de suelos de cultivo, en donde tampoco fue posible identificar todos los genes
para la función de la nitrogenasa al momento de realizar el ensamblaje. El estudio de Franco-Sierra
et al., (2020). identificó los genes nifU, nifS, nifV y nifF, en B. subtilis asilada de suelos, los cuales
están involucrados en la capacidad enzimática del complejo nitrogenasa, sin embargo, los demás
componentes no fueren identificados. Cabe resaltar que para entender a profundidad el mecanismo de
fijación de nitrógeno de la bacteria, es necesario identificar los genes mínimos para el funcionamiento
correcto del complejo, debido a que esto puede variar entre especies (Shamseldin, 2013). En la
figura 17B se muestra la función de cada gen del operón. Los genes nifHDK se encuentran en la
misma región y codifican a las subunidades necesarias para llevar a cabo la formación del complejo
(dinitrogenasa reductasa y dinitrogenasa). Por lo tanto, a pesar de que no fue posible identificar
estos genes a través del análisis de genoma completo, es pertinente hipotetizar que sí se encuentran
estas secuencias por los resultados de la PCR (figura 16 ).

El análisis de caracterización de genoma completo permitió identificar distintas
características promotoras de crecimiento de plantas por parte de las bacterias analizadas. Se escogió
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la especie B. subtilis para la propuesta del sistema de edición génica para el mejoramiento en
la fijación de nitrógeno debido a que fue posible identificar más genes del operón nif, asimismo,
existe más información reportada en la literatura para poder respaldar las decisiones tomadas para
el desarrollo del sistema. Además, B. subtilis también se caracterizó por presentar genes para el
control biológico, para aumentar biodisponibilidad de fósforo a través de la solubilización de fosfatos,
producción del sideróforo bacilibactina y algunos genes para la producción de IAA. En la figura 20
se muestra un diagrama general de la distribución de características 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 realizó tres propuestas para una transformación bacteriana con el propósito de clonar el
gen de regulación positivo nifA para poder realizar una comparación de qué plásmido presenta
mejores resultados en base al inductor. En la figura 21 se muestra uno plásmidos inducibles
propuestos; este está basado en el constructo planteado por Schuster y Reisch., (2021) el gen reportero
y de resistencia permitirán realizar la selección de las bacterias transformantes. Este sistema es
inducido por ácido salicílico, un compuesto que no ha sido reportado como un agente perjudicial
para las bacterias. El plásmido cuenta con un gen regulador nahR y un promotor (Meyer et al.,
2019). Se determinó que este plásmido puede llegar a una inducción máxima con una concentración
de 10 µM de ácido salicílico y un aumento de hasta 100 veces la expresión normal (Schuster y Reisch,
2021), por lo que se hipotetiza que su nivel de expresión inducirá un aumento significativo en la tasa
de fijación de B. subtilis. Cabe mencionar que debido a que esta cepa modificada será utilizada
para un bioinóculo, se eliminará el gen de resistencia utilizando enzimas restricción una vez se haya
realizado la transformación.

La estructura y distribución del plásmido pCinOHC14, es la misma al descrito previamente,
lo único que cambia es la secuencia del gen regulador y el promotor asociado para construir el sistema
inducible (ver figura 23 ); para este se utilizó el regulador cinR y el promotor Pcin (Meyer et al.,
2019). Según Schuster y Reisch., (2021). la inducción de este plásmido demostró estimular hasta
120 veces la expresión normal del plásmido. 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 inducirá la expresión del plásmido sin necesidad de la
aplicación del compuesto.

De igual manera, la estructura y distribución del plásmido pLuxOC6 solo difiere en las
secuencias del gen regulador y el promotor que conforman el sistema inducible (ver figura 22 ); para
este se utilizó el regulador luxR y el promotor (Meyer et al., 2019). Según Schuster y Reisch., (2021).
la inducción de este plásmido demostró estimular hasta 120 veces la expresión normal del plásmido.
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 comunicación bacteriana debido a que se ha
reportado como una molécula de Quorum sensing (Coquant et al., 2020). No obstante, la diferencia
entre el sistema LuxR/pLuxB y CinR/Pcin radica en que el OC6 tiene una mayor incidencia en
ambientes donde proliferan bacterias que forman relaciones simbióticas para la fijación de nitrógeno
con las raíces 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 fijación de nitrógeno de B.
subtilis. La mejora en la tasa de fijación de nitrógeno, y la diversidad de bacterias fijadoras, podrían
llevar a un aumento en la concentración de OC6 por parte de las bacterias, y por ende estimularía
indefinidamente el sistema inducible. Es por esto, que se hipotetiza que el sistema de inducción más
favorable para la formulación es a través del plásmido pLuxOC6.

Por último, se realizó una propuesta para llevar a cabo un knock-out (KO) del gen nifL,
el cual regula negativamente la activación del operón nif al irrumpir la transcripción del gen nifA
(Martínez-Argudo et al., 2004). En la figura 24 se muestra el sistema general que se propone. Debido
a que la bacteria ya habrá sido transformada, es posible que la edición utilizando un plásmido
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CRISPR pueda llevar a una disminución en el fitness de la bacteria, o en su defecto, complicar el
proceso de KO por el tamaño del constructo (Diaz & Hernández, 2000; Smith y Bidochka, 1998).
Por esto, se propone realizar un complejo de ribonucleoproteína (RNP), el cual estará compuesto
por la endonucleasa SpCas9, el tracrRNA y el gRNA (Arroyo-Olarte et al., 2021) debido a que
una disminución en el tamaño 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 teórica, asimismo, se obtuvo un valor off-target
de 100 %, esto indica que no habrá cortes en regiones inespecíficas del genoma de B. subtilis, lo
que podría aumentar la tasa de eficacia de la edición 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
selección, se debe de realizar un screening a través de técnicas moleculares. Se han utilizado cebadores
para flanquear la región de KO, de esta manera se puede evaluar por PCR y gel de agarosa o por
secuenciación para determinar si se ha realizado la edición génica correctamente.

Posterior a la realización de la transformación y el CRISPR-KO se deberá realizar una
evaluación de qué sistema fomenta una mejora significativa en la fijación de nitrógeno a través
de una prueba cuantitativa. De igual manera, deberá estudiarse la interacción que tiene la cepa
B. subtilis modificada con las demás cepas potenciales para la bioformulación, por último, deberá
estudiarse la capacidad de mejora de nitrógeno al ser inoculada en el suelo. Los hallazgos de este
estudio presentan, no solamente información de genes implicados en capacidades promotoras del
crecimiento de plantas, sino una propuesta potencial para la formulación de un biofertilizante con
el potencial de poder suministrar altas concentraciones de nitrógeno a los cultivos. Por lo tanto, se
podría disminuir significativamente el uso de fertilizantes químicos, mejorando la salud del suelo y
proporcionando alternativas para el diseño de sistemas agrícolas más sostenibles.
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Conclusiones

1. Se seleccionaron doce cepas bacterianas candidatas con capacidades promotoras del crecimiento
bacteriano con base en la caracterización bioquímica tomando como prioridad la fijación de
nitrógeno para la secuenciación de genoma completo.

2. Se completaron exitosamente diez ensamblajes de genoma completo de las bacterias candidatas,
con base en sus resultados de calidad, se determinó que el algoritmo más apropiado para
la secuenciación de genoma fue SPAdes, debido a que resultó en los ensamblajes menos
fragmentados.

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

4. Se identificaron exitosamente genes implicados en la producción de IAA, aumento en la
biodisponibilidad de fósforo, producción de sideróforos y con un potencial para el control
biológico de Fusarium.

5. Las cepas estudiadas no presentaron tener un potencial de patogenicidad a humanos debido a
que se determinó pocos genes que, a pesar de ser factores de virulencia, no son intrínsicamente
patogénicos. Asimismo, no se determinó genes para la producción 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.

6. Se planteo exitosamente un sistema de edición génica para el mejoramiento en la fijación de
nitrógeno en B. subtilis a través de una transformación con un plásmido inducible para clonar
el gen nativo nifA y una edición génica para realizar un KO del gen nifL.
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Recomendaciones

Primero se recomienda realizar una identificación de una mayor cantidad de genes que componen
el operón nif a través del diseño de primers degenerados para llevar a cabo una PCR con el propósito
de poder ratificar que las cepas estudiadas sí se tienen la presencia de ellos. De igual manera, se
recomienda realizar una curva de nitrógeno para poder cuantificar la capacidad fijadora de las cepas
estudiadas, debido a que la caracterización está limitada a la identificación de la capacidad, más 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 edición génica propuesto sí aumente de forma significativa la capacidad
fijadora de nitrógeno.

Como siguientes pasos en la investigación se recomienda previamente a realizar la edición génica,
llevar a cabo una secuenciación de genoma completo con una mayor profundidad, con el propósito
de ensamblar un genoma menos fragmentado. De esta manera, se podrá obtener una mejor calidad
en la anotación de genes y la caracterización de las rutas de interés será más completa. Asimismo,
se recomienda llevar a cabo una secuenciación del gen nifL para poder contar con la secuencia cruda
del gen de B. subtilis para cerciorar la exactitud del diseño de CRISPR para llevar a cabo el KO.

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

Anexo A Análisis bioinformático

La sección de Anexos A proporciona información específica de identificación de cada una de
las especies secuenciadas a través de NGS. Los valores fueron determinados a través de GTDB-Tk,
en los cuales se ve el genoma de referencia más 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
Identificación con GTDB-Tk de la muestra 1AB11

Nota. Elaboración propia

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

Nota. Elaboración propia
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Cuadro 17
Identificación con GTDB-Tk de la muestra 1AP23

Nota. Elaboración propia

Cuadro 18
Identificación con GTDB-Tk de la muestra 2MO6

Nota. Elaboración propia

Figura 26
Alineamiento de P. paraglycinae 2MO6 con genoma de referencia por FastANI

Nota. Elaboración propia

Cuadro 19
Identificación con GTDB-Tk de la muestra 2MO7

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

Nota. Elaboración propia

Cuadro 20
Identificación con GTDB-Tk de la muestra 2MO12

Nota. Elaboración propia

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

Nota. Elaboración propia

Cuadro 21
Identificación con GTDB-Tk de la muestra 2MO14

Nota. Elaboración propia
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Figura 29
Alineamiento de P. paraglycinae 2MO14 con genoma de referencia por FastANI

Nota. Elaboración propia

Cuadro 22
Identificación con GTDB-Tk de la muestra 4MO3

Nota. Elaboración propia

Figura 30
Alineamiento de A. baumannii 4MO3 con genoma de referencia por FastANI

Nota. Elaboración propia

Cuadro 23
Identificación con GTDB-Tk de la muestra 4MO3

Nota. Elaboración propia
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Figura 31
Alineamiento de P. canadensis 2AP13 con genoma de referencia por FastANI

Nota. Elaboración propia

Cuadro 24
Identificación con GTDB-Tk de la muestra 2AP16

Nota. Elaboración propia

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

Nota. Elaboración propia

Cuadro 25
Identificación con GTDB-Tk de la muestra 2AP12

Nota. Elaboración propia
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Anexo B Sistema de clonación

En el anexo B, se muestra cómo se realizará la clonación del gen regulador transcripcional,
nifA, en cada uno de los plásmidos inducibles para la transformación bacteriana. Se muestran las
regiones de corte, así como también las enzimas de restricción propuestas y las regiones de ligación.
El diagrama fue generado a través del software Snapgene.

Figura 33
Propuesta de clonación del gen nifA en los plásmidos inducibles

Nota. Elaboración propia

Anexo C Metadatos de secuenciación

En el anexo C se muestran los valores crudos de cada una de las muestras extraídas de ADN
de las bacterias candidatas. Se muestra el OD600 estándar para cada una de las extracciones, la
concentración de ADN genómico medido en el Nanodrop, la pureza en relación A260/280 y A260/230,
por último se muestran también la concentración de ADN genómico medida en el fluorómetro
Quantus.

Se muestran los valores de estandarización para las bibliotecas genómicas y cuanto espacio
del cartucho de secuenciación representa cada muestra. Asimismo, se muestran los geles de calidad
de las bibliotecas para la evaluación de la molaridad de cada una de las muestras.
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Cuadro 26
Pureza y concentración para las bibliotecas genómicas

Nota. Elaboración propia
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Cuadro 27
Preparación de bibliotecas genómicas

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

Nota. Elaboración propia

Figura 35
Calidad de bibliotecas de las muestras 11-20

Nota. Elaboración propia
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Anexo D Protocolos



CAPÍTULO 12. ANEXOS 98



CAPÍTULO 12. ANEXOS 99



CAPÍTULO 12. ANEXOS 100



CAPÍTULO 12. ANEXOS 101



CAPÍTULO 12. ANEXOS 102



CAPÍTULO 12. ANEXOS 103



CAPÍTULO 12. ANEXOS 104



CAPÍTULO 12. ANEXOS 105



CAPÍTULO 12. ANEXOS 106



CAPÍTULO 12. ANEXOS 107



CAPÍTULO 12. ANEXOS 108



CAPÍTULO 12. ANEXOS 109



CAPÍTULO 12. ANEXOS 110



CAPÍTULO 12. ANEXOS 111



CAPÍTULO 12. ANEXOS 112



CAPÍTULO 12. ANEXOS 113

Anexo E Información suplementaria

Los archivos resultado del análisis bioinformático dividido por cepa, así como el archivo R
para realizar los gráficos con base en el .VISUAL por fastANI, la lista de comandos y la secuencia
de los plásmidos se encuentra en la siguiente carpeta de Drive:

https://drive.google.com/drive/folders/1Cp3U9JEw_2eWa57RXa-GDIyRm7mxYO96
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