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APRESENTACAO

O processo que decorre sobre a investigacao cientifica ocorre concomitantemente a
necessidade de solucionar problemas e encontrar respostas para métodos que necessitam
ser validados junto a fendbmenos que requerem explicagdes assertivas e com bases sélidas.
Desta forma, a importancia do método cientifico esta assegurada & uma constante caréncia
de respostas e confirmag¢des nédo sustentadas apenas pelo empirismo.

Existe uma grande necessidade de solu¢des que possam solucionar a demanda por
alimentos, criada com o crescente aumento populacional. Uma das principais preocupacdes
para os proximos anos sera aumentar a produtividade sem aumentar o espaco produzido,
tornando a agricultura mais sustentavel e isto sera fruto de investigacdes cientificas, por
exemplo.

Por isso, € inevitavel notar que grandes séo os desafios para tornar a agricultura
mais pujante e eficaz, respeitando o meio ambiente e conseguindo suprir as demandas da
sociedade. Para isso, ha muito tempo pesquisas vém sendo desenvolvidas com o objetivo
de colaborar para o aprimoramento das atividades agricolas, em busca de um equilibrio
constante entre os elos.

Desta forma, nota-se a importadncia do questionamento dentro do processo
investigativo. As respostas obtidas através destes métodos sdo de suma importancia, pois,
muitas vezes, acabam por derivar elucidagdes significativas para as demandas existentes.

Portanto, a presente obra traz em sua composi¢cdo pesquisas inovadoras com o
intuito de difundir ideias relevantes para o cenario agricola mundial, com informacgdes
de consideravel valor para leitores, no que se refere a inovagdes tecnologicas e outros
assuntos.

Raissa Rachel Salustriano da Silva-Matos
Luiz Alberto Melo De Sousa
Raimundo Cleidson Oliveira Evangelista
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RESUMEN: Las bacterias habitantes de la
rizosfera son reconocidas en diversas actividades
como promotoras del crecimiento vegetal,
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AGRICOLAS

participacion en los ciclos biogeoquimicos,
mejora en la salud de la planta, participan
en la resistencia a fitopatégenos y calidad
estructural del suelo. Se identificaron fenotipica y
molecularmente tres aislamientos de bacterias del
suelo de la rizésfera. Las pruebas bioquimicas se
basaron en reacciones bioquimicas y siembras
en medios diferenciales, las pruebas moleculares
emplearon la técnica de PCR, utilizando el gen
ribosomal 16S. Los oligonucleétidos utilizados
para Azotobacter chroococcum fueron Y1/Y3,
para Bacillus megaterium 27F/1492R y para
Bacillus subtilis FD1/RD1. Los productos de
PCR fueron visualizados en un gel de agarosa
al 1%, secuenciados, editados y comparados
en la base de datos del NCBI. Por otra parte,
los arboles filogenéticos fueron creados con los
programas bioinforméticos BioEdit y Past. En la
caracterizacion bioquimica las pruebas realizadas
correspondieron a las especies de las bacterias
identificadas. La comparacion de las secuencias
obtenidas mediante BLAST presentaron 99% de
identidad para A. chroococcum, B. subtilis 88%
y B.megaterium 99%. Los arboles filogenéticos
disefiados con el criterio de maxima probabilidad,
indico un grupo bien definido para cada especie
identificada.

PALABRAS CLAVE: Pruebas bioquimicas, PCR,
A.chroococcum, B.subtilis, B.megaterium

INTRODUCCION

En el suelo se encuentra una inmensa
diversidad microbiol6gica que intervienen en
los procesos de transformacién de la materia
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organica de los suelos, mantienen la fertilidad y participan activamente en la degradacion
organica, convirtiéndola en humus, retornando al suelo y a la atmésfera las sustancias
transformadas. (Hernandez y Escalona, 2003; Acufa, et. al., 2006). Los hongos y las
bacterias son los méas abundantes de los microorganismos del suelo, en esencia las
bacterias son los agentes mas cuantiosos en los suelos debido a que realizan la mayor
parte de los cambios biolégicos y bioquimicos en el ambiente (Hernandez y Escalona,
2003). Existe una amplia gama de interrelacion entre las especies de microorganismos en
el ecosistema, especificamente en la rizésfera de las plantas, sitio donde se establecen
grupos de bacterias, como fijadoras de nitrogeno, solubilizadoras de fosfatos, promotores
de crecimiento, antagonistas, entre otros. En el proceso de interaccion de los habitantes
del suelo éstos compiten por espacio y nutrientes, lo que incide en la relacion suelo-
planta-microorganismo-ambiente, y asi, repercuten directamente en el desarrollo de
las especies vegetales y fertilidad del suelo (Cano, 2011; Acufia, et. al., 2006). Existen
bacterias de gran interés agricola como Bacillus spp, Azotobacter spp, Rhizobium spp, que
son las responsables de la fijaciébn de nitrogeno, solubilizadoras de fosfato, promotoras
de crecimiento vegetal y antibiosis entre otras actividades Wolfgang (1986); Hernandez
y Escalona, 2003; Yongfeng (2007). Estos procariontes desempefan un papel sustancial
en el suelo, al ser responsables de la transformacion de algunos elementos, permitiendo
que los productos organicos sean mineralizados y los nutrientes estén disponibles para las
plantas e incrementen la fertilidad del suelo (Hernandez y Escalona, 2003). Un grupo muy
particular son las bacterias diazétrofas que fijan el nitrgeno como Azotobacter que utilizan
compuestos nitrogenados como fuentes de energia y lo transforman en nitritos asi como a
las bacterias que oxidan a los nitritos transformandolos en nitratos (Hernandez y Escalona,
2003; Young and Park, 2007). Por su parte Bacillus spp., tiene una colonizacion considerable
en la zona de la rizésfera, actia como solubilizadora de fosfato, sintetiza fitohormonas
y posee gran capacidad de controlar hongos fitopatégenos, ademas de participar en la
modificacion estructural de la raiz (Cardenas et al., 2007; Cuervo, 2010) (ICA, 2004).
Actualmente la participacion de la actividad microbiana en el manejo agricola sustentable
es altamente reconocida como biofertilizantes, biodegradadores y biocontroladores del
suelo (Cano, 2011, Pedraza et a.l, 2020).

Para comprender su funcionamiento en sus nichos especificos, es esencial identificar
y cuantificar cada uno de los miembros que conforman estas comunidades (Ferrera, 2007).
El conocimiento de la vida microbiana y el papel que juegan en estos ambientes ha sido
poco explorado debido a la gran complejidad microbiana existente (Hernandez y Escalona,
2003; Malik et al., 2013). La identificacion de procariontes con pruebas bioquimicas son
el reflejo de la actividad fisioldégica, metabdlica y fenotipica bacteriana, producto de la
expresion genética, lo que conlleva a sumar herramientas moleculares basadas en las
técnicas de Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), que confirmen su identificacion,

convirtiendo esta técnica en una pieza fundamental en el laboratorio para identificar
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especies y diversidad microbiana con potencial de uso en la agricultura sustentable (Holt et
al., 2000; Mac Faddin, 2003; Necochea y Canul, 2004; Vessey, 2003).

En la taxonomia bacteriana, el analisis de la secuencia génica de genes estables
presente en todas las bacterias como el ARNr 16S (gen codificante ADN 16S) es la
herramienta méas ampliamente utilizada que permite establecer relaciones filogenéticas
entre bacterias, ademas de tener un tamano adecuado para realizar su anélisis. De
distribucion universal y componente critico en la funcién celular, el ARNr 16S actua como
un cronmetro molecular al presentar un alto grado de conservacion, lo que permite su
utilizacion para la identificacion bacteriana o la asignacion de género y especie (Rodicio y
Mendoza, 2004).

El objetivo de este trabajo fue identificar bioquimica y molecularmente los géneros
de Azotobacter sp. y Bacillus spp. originarias de suelos agricolas.

MATERIALES Y METODOS

Obtencion del material biolégico

Las cepas bacterianas se obtuvieron del cepario del laboratorio de Fitopatologia,
del Centro de Investigacion y Estudios Avanzados en Fitomejoramiento, de la Facultad
de Ciencias Agricolas de la Universidad Autbnoma del Estado de México, colectadas en
verano 2014 de suelos agricolas del Estado de México.

Crecimiento de las bacterias

El crecimiento de las bacterias fue realizado en Medio de cultivo Agar Nutritivo (AN),
a partir de las colonias obtenidas de un aislamiento primario, se incubaron por 2 dias a
25°C y fue descrito su crecimiento de colonia para su uso posterior.

Identificacion bioquimica

A cada bacteria aislada, se le realizaron las pruebas bioquimicas-fisioldégicas
basicas, como fueron Tincion de Gram, prueba de 6xido/fermentativa de azlcar, hidrolisis
de almiddn, oxidasa, la prueba de hierro- triple aztcar TSI, rango de crecimiento a 45°y
65°C, prueba de KOH, tincién de endosporas, motilidad, solubilizacion de fosfato, reduccion
de nitratos. Todas las pruebas se realizaron por duplicado (Schaad, 2001; Mac Faddin,
2003 y Holt et al., 2000).
Extraccidn, cuantificacién, pureza e integridad del ADN genémico

Para la extraccion de ADN gendmico, se utilizd el reactivo Plant DNAzol® de
Invitrogen a partir de 700uL cultivo bacteriano crecido en caldo nutritivo de 24 h a 27°C. El
ADN obtenido fue suspendido en 30uL de agua libre de nucleasas, y almacenado a -20°C
hasta su uso. La cuantificacion de ADN de doble cadena (ng/uL) y la pureza de ADN se
utiliz6 un biofotobmetro Eppendorf modelo BioPhotometer. La medicion se realizé tomando
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1puL de ADN y 49uL de agua grado molecular (Valadez-Kahl, 2000). La determinacion de
la integridad se hizo a través de electroforesis en agarosa al 1% (p/v) en buffer TAE 1X
previamente tefido con bromuro de etidio, intervenido por una corriente de 60V. Para
visualizar la integridad del ADN se utilizé el transluminador GVM20 Syngene® UKy se
document6 con el software Gen and Tool®.

Amplificacién del gen ADNr16S con iniciadores Y1 - Y3, 27F - 1492R y FD1 -
RD1

En la identificacibn molecular de las bacterias en estudio, se realizd
la amplificacion del gen ADNr 16S por PCR punto final. Se emplearon los
iniciadores universales Y1 - Y3 (5-TGGCTCAGAACGAACGCTGGCGGC-3" /
5"-TACCTTGTTACGACTTCACCCCAGTC-3") para Azotobacter, de aproximadamente
una region de 1500 pb, recomendados para bacterias diaz6trofas (Magalhaes
et al, 2001). Para B. megaterium, se emplearon los iniciadores 27F-1492R
(5-AGAGTTGATCCTGGCTCAG-3'/5-GGTTACCTTGTTACGACTT-3") recomendados
por Liu etal, (2004) y para B. subtilis, se utilizaron los cebadores universales de
eubacterias, FD1-RD1 (5’-CCGAATTCGTCGACAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3/
5-CCCGGGATCCAAGCTTAAGGAGGTGATCCAGCC-3’) reconocidos por Kumar et.al.,
(2012), que amplifican un fragmento de 1446 pb. Cada amplificacién se realiz6 por
separado, utilizando el kit comercial Kapa Biosystems®, siguiendo las recomendaciones
del fabricante. La amplificacion del gen 16S se llevo a cabo en un termociclador PT-100 JR,
estableciendo las condiciones particulares para cada bacteria en estudio.

Las condiciones de PCR usadas para Azotobacter fueron un alineamiento a 93°C/2
min; 35 ciclos de 93°C/45 seg, 68°C/45 seg, 72°C/2 min; una extension final de 72°C/10
min. Para Bacillus subtilis fueron: 95°C/5 min; 40 ciclos de 95°C/30 seg, 69°C/30 seg,
72°C/30 seg; una extension final de 72°C/10 min. Mientras que para Bacillus megaterium:
95°C/5 min; 35 ciclos de 95°C/30 seg, 55°C/30 seg, 72°C/90seg; una extension final de
72°C/10 min. Los productos se analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa al
1.0%. EI marcador de peso molecular empleado como referencia fue de 1Kb (Thermo).
La purificacion de los productos de PCR se realizd siguiendo las especificaciones del Kit
DNA Clean & Concentrador de la marca Zymo Reserach®. Los productos purificados, se
enviaron a secuenciar al laboratorio de Bioquimica Molecular de la Unidad de Prototipos
FES-lztacala-Universidad Nacional Autbnoma de México (secuenciador Modelo 3130xI
Genetic analyzer).

Analisis del gen 16S rDNA

Se realizd una comparacion en la base de datos en GenBank y se construyeron los
arboles filogenéticos con las secuencias obtenidas. La busqueda de similitud de secuencias
se realiz6 usando la herramienta BLAST del Cetro Nacional de Informacién Biotecnol6gica
(http://www.ncbi.nlm. nih.gov/BLAST). El alineamiento multiple de secuencias nucleotidicas
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se ejecuto con el programa Clustal W y se crearon los arboles filogenéticos con el software
Past, con un valor de 100 boostrap.

RESULTADOS Y DISCUSION

Identificacion bioquimica de las colonias bacterianas

Las colonias de A. chroococcum fueron de color crema irregular, presentando
colonias grandes, brillantes y mucoides. Para Bacillus spp., las colonias fueron de color
crema a blanco, opacas, con bordes irregulares y de forma pequefia a grandes.

La identificacion bioquimica se realiz6 utilizando las técnicas convencionales para
identificacion de los géneros bacterianos. Mismas que se muestran en el cuadro 1.

Pruebas B. subtilis Bacteria B. meaaterium Bacteria A. Bacteria en
Bioquimicas (Schaad, estudiada (Scha g d, 2001) estudiada chroococcum |  estudio A.
q 2001) B. subtilis ’ B. subtilis (Holt, 2000) | chroococcum
Tincion de Gram + + + + - -
Motilidad + + + + + +
Tincion de + central y +
endosporas + central + central + central Subterminal N/A N/A
Crecimiento a 45°C + + + + N/A N/A
Crecimiento a 65°C + + + + N/A N/A
Citrato + - + - N/A N/A
Hugh & Leifson - - - - N/A N/A
TSI + + + + N/A N/A
Solubilizaciéon de + + + + + +
fosfato
Hidrolisis de + + + + + }
almidon
Reducaion de N/A N/A N/A N/A + +
Oxidasa N/A N/A N/A N/A + +
(+ = positivo; - = negativo; N/A no aplica a la prueba).

Cuadro 1. Pruebas bioquimicas realizadas a las bacterias en estudio

Con respecto a la prueba de tincion de Gram, se realiz6 para las bacterias B.
subtilis, B. megaterium y A. chroococcum. Se observé el tamafio y forma de las células en
el frotis tefiido con los colorantes usados en ésta técnica. La diferencia entre B. subtilis y
B. megaterium se detect6 que la célula es méas grande en esta ultima, siendo las dos Gram
positivas por su coloracién morada o azul, contrariamente A. chroococcum, mostr6 ser una
una Gram negativa, por la coloracion rosa-roja presente en el frotis.

Por otro lado, en la prueba de solubilizacion de fosfato evaluado a las 48 horas de
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la siembra en el medio de cultivo, se observd a B. megaterium tiende a solubilizar mas
rapido dejando ver un halo claro banco-amarillo alrededor de la colonia, Segun Mac Faddin
(2003).

En relacion a la prueba de hidrélisis de almidén, se observdo como B. megaterium
hidroliz6 el almidon mas rapido y con crecimiento abundante, mientras que B. subitillis,
su crecimiento fue menor y lento. Con respecto a la prueba de reduccién de nitratos para
la bacteria A. chroococcum los resultados indicaron una coloracién ligeramente color
bugambilia y asi se indicé que reduce nitratos. En la prueba bioquimica de triple azucar
de hierro (TSI), la lectura de esta prueba indicd que las dos bacterias, tanto B. subtilis y B.
megateriumfermentan glucosa, lactosa y/o sacarosa, subrayando que tiene una profundidad
y superficie acida, pico y fondo amarillo. Estas bacterias, no mostraron presencia de gas
con burbujas, ni ruptura del medio de cultivo, ni produccién de gas H,S, al incubarse a 35
°C por 24 horas. Lo cual concuerda con lo reportado por Mac Faddin (2003). En la prueba
de motilidad con medio SIM se dej6 incubar a las bacterias por 18 horas a 37°C. Las
cuales presentaron movimiento y turbidez mas haya en la linea de siembra. Las bacterias
B. subtilis, B. megaterium 'y A. chroococcum fueron positivas a esta bioquimica, lo cual
concuerda Holt ef al., (2000) que estos géneros-especies presentan flagelos peritricos.

En la prueba bioquimica de tincion de endosporas con el auxilio del microscopio
optico y con un aumento de 100 X, se observo la presencia de las endosporas con una
coloracion verde esmeralda, mientras que la célula bacteriana tom6 una tincion roja. En B.
subtilis, la endospora se encontr6 en la posicion central, para B. megaterium subterminal y
terminal, siendo necesario un cultivo de 24 h para que se lleve a cabo la esporulacién de B.

subtilis, mientras que para B. megaterium fue necesario mayor edad del cultivo.

Extraccion de DNA

El método para la extraccion de DNA bacteriano con el reactivo Plant DNAzol®
resultd efectivo debido a la pureza y altas concentraciones del DNA. Fue fundamental
obtener una pastilla de ADN a partir de un cultivo joven de 24 h de edad, ya que extraccion
de bacterias de mas edad mostr6 menor calidad en el ADN, tal vez por la presencia de
metabolitos existentes como lipo-polisacaridos.

Amplificacion del ADNr 16S con los primer Y1-Y3, 27F-1492R y FD1-RD1

La amplificacion parcial del gen 16S de las bacterias, mediante PCR con los
oligonucleétidos universales mostraron el fragmento de tamafio esperado para cada
bacteria en estudio. Asi los iniciadores Y1/Y3 para A. chroococcum dieron un amplicon
del tamafo esperado de 1500 pb (Jiménez, 2007); los iniciadores 27F/1492R para B.
megaterium mostraron un fragmento de 1287 pb como lo sefala Liu (2014). Finalmente, los
iniciadores FD1/RD1, para B. subtilis amplificaron un fragmento de 1446 pb (Kumar, 2012)
Figura 1.
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Figura 1. Productos de PCR de region 16S rDNA de las bacterias estudiadas. Carril 1 Marcador de
Peso molecular 1kb (MM), Carril 2: A. chroococcum. Carril 3: B. subtilis. Carril 4: B. megaterium. Gel
de agarosa al 1%.

Analisis y filogenia de las bacterias

Los microrganismos pueden ser identificados por sus rasgos fenotipicos y
caracteristicas genotipicas. La variacién presente en diferentes especies, cuando es
baja indica de un parentesco. Esto permite establecer relaciones evolutivas histéricas,
denominadas relaciones filogenéticas y representarlas en un cladograma o arbol filogenético
(Rodicio- Mendoza 2004).

La comparacién de secuencias para establecer relaciones filogenéticas de los
microorganismos en estudio se establecié utilizando el banco de genes NCBI (siglas
en inglés (National Center for Biotechnology Information) (www.ncbi.nlm.nih.gov) y
las secuencias obtenidas de los productos amplificados se usé el programa Bioedit,
para comparar secuencias de interés, del mismo gen en estudio. Se hicieron multiples
alineamientos con el programa Clustal W, con diferentes secuencias sustraidas del NCBI.
Lo anterior con la finalidad de crear una matriz filogenética que incluyé las secuencias del
presente estudio. Finalmente, la formacién de los arboles se realizé6 de manera parsimonia,
heuristica y con 100% de bootstrap, para generar el cladograma de cada especie. Los
arboles filogenéticos creados por comparacion de secuencias permitieron establecer la
identificacién de las bacterias en estudio y su relacion con otras reportadas en el banco de
genes. Las bacterias A. chroococcum, B. subtilis y B. megaterium, mostraron un alto valor
de identidad.

El analisis filogenético con secuencias de referencia del Gen Bank (http://www.
ncbi.nim.nih.gov/genbank/), permitieron realizar los arboles filogenéticos y hacer posible
una inferencia taxonémica a nivel especie, utilizando la region 16S rDNA. La bacteria
en estudio A. chroococcum mostrd 99% de identidad con las accesiones EU274299,
JF700513 y EF100151, y se utiliz6 al género Beijerinckia spp (NR_116306) como grupo
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externo (Figura 2).

Figura 2. Arbol filogenético basado en secuencias de la regién 16S de rDNA con secuencias de otras
bacterias extraidas del banco de genes GenBank y la bacteria de estudio A. chroococcum. (A. c) *
= bacteria en estudio, ** = bacterias con nimero de acceso GenBank, Beijerinckia spp (B. spp) *** =
género externo.

La bacteria en estudio B. subtilis comparada con otras secuencias en el banco de
genes mostrd un porcentaje de identidad de 88% con las accesiones GU391355 (Jalali,
et al., 2010), JX448379 (Jung, et al., 2012), KM922585 (Jeon, et al., 2014), comparado de

igual forma con el género externo de Clostridium spp. Figura 3.
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Figura 3. Arbol filogenético basado en secuencias de la regién 16S de rDNA con bacterias extraidas
del banco de genes GenBank y la bacteria de estudio B. subtilis. (B. s) * = bacteria en estudio, ** =
bacterias con nimero de acceso GenBank, Clostridium spp (C. spp)*** = género externo.

Para la cepa de estudio bacteriana de B. megaterium se obtuvo una similitud del
99% con B. megaterium con la accesion KT965083 (Abdellaziz, et al., 2015, Abdellaziz,
et al., 2018) sin embargo, comparte una relacion estrecha de 96% con B. subtilis con el
numero de accesion FJ435224 (Zhang, 2008) y KM922585 (Jeon, et al., 2014), y se recurriod
al género Clostridium spp. (HQ433359) como grupo externo (Figura 4).
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Figura 4. Arbol filogenético basado en secuencias de la regién 16S de rDNA con secuencias de
bacterias extraidas del banco de genes GenBank y la bacteria de estudio B. megaterium. (B. m) *
bacteria en estudio, ** = bacterias con nimero de acceso GenBank, Clostridium spp (C. spp) ***

género externo

CONCLUSIONES

Se identificaron morfoldgica y bioquimicamente las cepas bacterianas aisladas de
suelo: Azotobacter chroococcum, Gram negativa, solubilizaciéon de fosfato, con motilidad y
reduccion de nitratos. Bacillus subtilis y Bacillus megaterium, ambas Gram positivas, con
motilidad, crecimiento a 45y a 65°C respectivamente, solubilizadoras de fosfato, positivas a
la degradacion de almidén, positivas como fermentadoras de glucosa, lactosa y/o sacarosa
y con posicion central de la endospora. Las pruebas moleculares en el que se empled la
region del gen DNAr 16S logr6 la aplificacion de 1500 pb para Azotobacter chroococcum,
1446 pb para Bacillus subtilis y 1287 pb para Bacillus megaterium. El analisis de filogenia
por comparacién de secuencias reportadas en el GenBank (NCBI) permiti6 identificar
a las bacterias Azotobacter chroococcum, Bacillus subtilis 'y Bacillus megaterium con
una identidad del 99, 88 y 99% respectivamente, refiriendo una clara consistencia grupal
taxonomica definida.
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