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RESUMEN

Azotobacter vinelandii es una bacteria capaz de sintetizar metabolitos de interés
biotecnolégico como los sideréforos, metabolitos producidos en respuesta a la
deficiencia de hierro y con alta selectividad por el Fe®, asi como los
alquilresorcinoles, lipidos fendlicos que componen las membranas de la bacteria en
condiciones adversas, protegiéndola de la desecacion. El hierro es un nutriente
indispensable para las células eucariotas y procariotas debido a su participacion
como un cofactor en reacciones de oxidorreduccion que implican procesos celulares
fundamentales. El uso de siderdforos bacterianos se ha implementado como una
estrategia ante la escases de hierro en las plantas, un grave problema en el
rendimiento de cultivos agricolas, debido a que este metabolito promueve la
absorcién de hierro hacia las plantas.

En este proyecto se evalud la produccion de sideréforos de las cepas A. vinelandii
AEIV (cepa tipo), A. vinelandii S4TA y Azotobacter chroococcum SM3.2, cepas
aisladas de la Reserva de la Biosfera de Tehuacan-Cuicatlan, asi como la
produccion de alquilresorcinoles, debido a la proteccion que le confiere a la bacteria
en condiciones adversas, a su vez, se evalud la promocion en la germinacion de
semillas de rabano, al ser inoculadas cuando estas bacterias producen sideroforos.
El objetivo de este trabajo fue cuantificar la produccion de catecoles y azotobactinas
y su efecto en la germinacion, en tres condiciones de crecimiento: se cultivo a la
bacteria en una condicién control que presenta niveles 6ptimos de hierro en medio
de cultivo, una condicion de deficiencia y ausencia de hierro. También, se determiné
la produccion de los alquilresorcinoles, cuando la bacteria utilizé como fuente de
carbono n-butanol.

Los resultados registrados en la condicién de deficiente de hierro mostraron que A.
vinelandii AEIV presentd la mayor produccion de azotobactina, mientras que A.
vinelandii S4TA vy el aislado A. chroococcum SM3.2 presentaron una menor
produccion, sin diferencia estadistica significativa. En cambio, la biosintesis de
azotobactina en medio ausente de hierro, se reportd que el aislado A. vinelandii
S4TA tiene la mayor produccion con diferencia estadisticamente significativa,

respecto a la produccién de A. vinelandii AEIV y A. chroococcum SM3.2.



En el caso de la produccion de catecoles, en la condicion deficiente de hierro, la
cepa tipo A. vinelandii AEIV mantiene la mayor produccion, los aislados A. vinelandii
S4TA y A. chroococcum SM3.2 no presentan una diferencia significativa. Sin
embargo, la biosintesis de catecoles en la condicion de ausencia de hierro la mayor
produccion fue de la cepa A. chroococcum SM3.2, sin diferencia estadisticamente
significativa con respecto a la produccion de A. vinelandii AEIV y A. vinelandii S4TA.
En cuanto al porcentaje de germinacion, los mejores resultados lo presentaron las
semillas inoculadas con bacterias crecidas en la condicién de deficiencia de hierro,
el porcentaje mas alto se observo en el tratamiento con A. vinelandii S4TA, seguido
de A. chroococcum SM3.2, respecto a la cepa control A. vinelandii AEIV, en donde
se observd el desarrollo de plantulas con la longitud mayor a los 14 dias y un
desarrollo pronunciado de raices y cotiledones. Las semillas de la condicién control
presentaron porcentajes de germinacién similares a los porcentajes de la condicidon
en deficiencia de hierro y la longitud de las plantulas fue menor. En contraste, la
germinacion de las semillas inoculadas con las bacterias crecidas en ausencia de
hierro disminuyé drasticamente el porcentaje de germinacién y el desarrollo de la
plantula. Este estudio nos sugiere que existe una sintesis diferencial entre catecoles
y azotobactinas, donde la produccion del sideroforo se veria afectada por la
limitacion del hierro.

Por otra parte, la determinacion de alquilresorcinoles, se registré que la cepa A.
vinelandii S4TA presento una mayor produccion en comparacion con las cepas A.
vinelandii AEIV y A. chroococcum.

En conclusion, los aislados A. chroococcum SM3.2, A. vinelandii S4TA y A.
vinelandii AEIV producen catecoles y azotobactinas en diferentes concentraciones
de hierro. De forma similar las tres cepas producen alquilresorcinoles. Ademas, la
inoculacién de las semillas con las cepas de Azotobacter sp. crecidas en deficiencia

de hierro, promueven la germinacion y el crecimiento mayor de las plantulas.
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INTRODUCCION

Biologia y generalidades de Azotobacter vinelandii

El género Azotobacter estd compuesto por bacterias Gram negativas, aerobias
estrictas, viven en suelos y aguas frescas, son células de 1.5 a 2 ym que presentan
caracteristicas pleomorficas. Azotobacter tiene un ciclo de vida complejo (Fig. 1), la
forma vegetativa es bacilar, en respuesta a condiciones ambientales perjudiciales
forman células metabdlicamente inactivas, conocidas como quistes, que le confiere
resistencia a la desecacion (Jayashree, 2022). Son bacterias quimioorganotroficas
que utilizan azucares, alcoholes y acidos organicos para crecer, se les observa
como células individuales o formando agregados y en ocasiones cadenas de
tamanos variables (Espin, 2014).

Azotobacter es una bacteria diazotrofa que produce tres complejos enzimaticos
para fijar nitrégeno, como la nitrogenasa de molibdeno (Mo), nitrogenasa de vanadio
(V) y nitrogenasa de hierro (Fe), estas nitrogenasas mantienen una coordinacién
durante el ensamblaje y regulacion (Jayashree, 2022). La fijacion de nitrogeno en
Azotobacter es paraddjica, puesto que la nitrogenasa, independientemente del
complejo enzimatico, es extremadamente sensible al oxigeno y tiene una alta tasa
de respiracién en comparacion con otras bacterias, especificamente cuando fija
nitrégeno, lo que asegura la proteccion respiratoria de la nitrogenasa (Aasfar et al.,
2021). El transporte de carbohidratos se lleva a cabo por un mecanismo de
transporte activo, la glucosa se metaboliza por la via Etner-Duodorof (ED). Las
fuentes de carbono que degrada comunmente son la sacarosa, glucosa, galactosa

y fructosa (Cuesta et al., 2005).
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Fig. 1 Ciclo de vida de Azotobacter vinelandii. Modificada de Sadoff, 1975.

Fase Quistica

Azotobacter vinelandii es una bacteria poliploide, que posee hasta 80 copias de
cromosoma por célula (Noar y Bruno, 2018), el numero de copias varia en funcién
del medio cultivo, las condiciones y la fase de crecimiento en la que se encuentre.
A. vinelandii es reconocido por sus capacidades metabdlicas y genéticas (Fig. 2),
como fijar el nitrdgeno en presencia de oxigeno y a su vez activar mecanismos de
proteccion de nitrogenasa, sintetiza sideréforos, alquilresorcinoles y ademas
produce polimeros de uso industrial: alginatos y polihidroxibutirato (PHB)

intracelular (Espin, 2014).
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Fig. 2 Propiedades metabdlicas de Azotobacter vinelandii. Imagen tomada de Barney, 2024.

El alginato es un polisacarido imprescindible para el enquistamiento, pues compone
principalmente las dos capas que cubren a los quistes maduros, la exina y la intina,
las cepas mutantes no productoras de alginato son incapaces de formar los quistes
maduros; el alginato a su vez se produce en las células vegetativas, cuya funcién
es la formacion de peliculas que le permiten a la bacteria unirse a superficies y su
acumulacién extracelular puede actuar como una barrera contra la difusion de
oxigeno o metales pesados (Espin, 2014).

Los alginatos se emplean como gelificantes y estabilizantes en industria
farmacéutica y alimentaria, dichos polimeros se extraen principalmente de algas
marinas y también se obtienen de fuentes bacterianas como A. vinelandii y
Pseudomonas (Noar y Bruno, 2018). Las bacterias productoras de alginato poseen
la capacidad de modificar las propiedades reoldgicas en los sistemas acuosos, a

través de las modificaciones al medio de cultivo (Cuesta et al., 2005).
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El PHB es un polimero compuesto por monémeros del -hidroxibutirato, forma parte
de la familia de polialkanoatos (PHAs), poliésteres formados por unidades de 3-
hidroxiacidos y son producidos por mas de 90 géneros bacterianos, incluyendo a
Azotobacter. Este poliéster constituye un complejo grupo de elastomeros y
termoplasticos naturales con propiedades parecidas a las del propileno y polietileno,
que son plasticos derivados del petréleo, con la ventaja de que el PHB es
biodegradable. Para Azotobacter, la acumulacién de granulos de PHB es importante
porque constituye un material de reserva de carbono y energia, utilizado en periodos
de limitacion de nutrientes (Aasfar et al., 2021), que no afectan la presion osmatica
de la célula, ademas de que el PHB permite la proteccion respiratoria en ausencia
de una fuente de carbono exégena, pues provee a la célula de una fuente de energia
y carbono que se oxida rapido, manteniendo una tasa respiratoria que disminuye la
concentracion de oxigeno, protegiendo a la nitrogenasa. Otra funcién del PHB en A.
vinelandii es que su sintesis permite regular la concentracién de los reductores
intracelulares NADH y NADPH; en condiciones de baja concentracion de oxigeno y
una alta concentracion de carbono, favorece la concentracion de dichos reductores,
los cuales inhiben enzimas del catabolismo de glucosa y ciclo de Krebs, dando como
resultado la sintesis de PHB, durante la sintesis se almacenan electrones,
reduciendo la concentracion de NADPH, lo que permite el funcionamiento de vias
metabdlicas oxidativas (Espin, 2014).

Algunos géneros de Azotobacter, como Azotobacter chroococcum se considera una
rizobacteria promotora del crecimiento vegetal (PGPR por sus siglas en inglés, Plant
Growth-Promoting Rhizobacteria), capaz de colonizar la rizosfera y promover la
absorcion de hierro a las plantas, quela iones férricos en condiciones deficientes de
hierro, a través de la sintesis y liberacion de sideréforos en condiciones de
deficiencia de hierro biodisponible, logrando aumentar y regular la biodisponibilidad
de hierro (Timofeeva et al., 2022).

Al momento de colonizar la rizosfera, Azotobacter mejora el crecimiento y valor
nutricional de las plantas, por accidén de la fijacidon de nitrogeno vy liberacion de
fitohormonas como el acido indol acético (Sambul et al., 2020). El efecto positivo en

el crecimiento de las plantas se atribuye a una mayor tolerancia al estrés bidtico,
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pues Azotobacter puede actuar como agente de biocontrol (Nufiez et al., 2023). El
acido indol acético es la principal auxina en plantas, ya que controla diversidad de
procesos fisioldgicos de gran importancia, como son el agrandamiento, division
celular, diferenciacién tisular y las respuestas a la luz y gravedad (Colo et al., 2014).
Muchas bacterias promotoras del crecimiento vegetal como Bacillus spp,
Pseudomonas spp y Azotobacter spp, poseen la capacidad de producir acido indol
aceético.

Rol de Azotobacter en la fijacidon del nitrégeno

La fijacion biolégica de nitrégeno (N) es el proceso por el que el N2 gaseoso se
transforma en amoniaco (NHs) por accion de la enzima nitrogenasa, conformado
por la fijacién simbidtica a través de la formacion de nddulos y la fijacion de nitrogeno
por heterotrofos de vida libre (FLNF por sus siglas en inglés, Free-Living Nitrogen
Fixation), donde la fijacion de N ocurre en la rizosfera en simbiosis bacteria-vegetal,
realizada por gran variedad de fijadores de nitrégeno conocidos como diazétrofos,
que viven en comunidad, requiere de una fuente de carbono provista por el carbono
organico disuelto en el suelo y una concentracion de oxigeno que se determina por
la estructura del suelo y la respiracibn de raices y bacterias, los nutrientes
necesarios son el fosforo (P), hierro (Fe), molibdeno (Mo) y vanadio (V), los cuales
son adquiridos por el diazétrofo, que a su vez puede acceder al N del suelo
(Smercina et al., 2019).

Los diazotrofos como Azotobacter pueden sintetizar otras rutas metabdlicas que
sustituyen el cofactor molibdeno-hierro (Mo-nitrogenasa) cuando existen
condiciones limitadas de molibdeno, por cofactores vanadio-hierro (V-nitrogenasa)
y hierro-hierro (Fe-nitrogenasa), comunmente, la nitrogenasa esta formada por una
proteina de hierro responsable de la sintesis de ATP y una proteina de Molibdeno
(Mo-Fe), responsable del sustrato (N2) y la reduccién de protones (Halbleib y
Ludden, 2000). La fijacién del nitrdgeno implica una alta cantidad de energia por lo
tanto requiere gran suministro de fuente de carbono, la nitrogenasa necesita una
alta demanda de ATP, para la conversion de una molécula de N2 en dos moléculas

de NHs se invierten 16 ATP y 8 electrones; su ubicacion en los exudados de las
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raices, les proveen secreciones ricas en carbono, como azucares, acidos organicos
y mucilagos (Fig. 3) (Smercina et al., 2019).

El oxigeno es un fuerte inhibidor de la actividad de la nitrogenasa, por lo que los
diazoétrofos deben emplear mecanismos de proteccion para mantener la fijacion del
N cuando se presenta el oxigeno, como son el aislamiento temporal de la
nitrogenasa, la produccion de biopeliculas que sirvan como barrera de difusion del
oxigeno y el aumento del consumo de sustrato, que aumenta las tasas de
respiracion y disminuyen la concentracidn de oxigeno. Los siderdforos de tipo
catecolato (azotoquelina y protoquelina) de Azotobacter vinelandii previenen la

generacion del radical hidroxilo, protegiendo del estrés oxidativo (Crowley, 2006).

“ e ) Nitrifying bacteria
2NH; + H, + 16MgADP + 16P
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Fig. 3 Fijacion biologica de nitrégeno de Azofobacter spp., el mecanismo de fijacion del nitrégeno

por parte de heterétrofos de vida libre. Imagen tomada de Aasfar et al., 2021.

Importancia de la produccion de sideré6foros y la obtencion de hierro

El hierro es un nutriente indispensable para las células eucariotas y procariotas
debido a su participacion como un cofactor en reacciones de oxido-reduccién en
procesos celulares fundamentales, como son la replicacion, reparacion del ADN,
respiracion celular, fotosintesis, transporte de oxigeno y fijacion biolégica del

nitrégeno (Kasheii et al., 2021). Debido a la presencia de oxigeno en la atmésfera,
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la biodisponibilidad del hierro ferroso (Fe?*) se ve afectada por su oxidacién a hierro
férrico (Fe3*), volviéndose insoluble al pH fisiologico (Nufiez et al., 2023). La
deficiencia de hierro representa el trastorno nutricional mas comun en humanos y
plantas, afectando la salud humana y la calidad nutricional de los cultivos. Por lo
anterior, la baja biodisponibilidad del hierro ha condicionado a que diversos
organismos desarrollaran mecanismos especializados para adquirir hierro y
gestionar su homeostasis para mantener los procesos dependientes del hierro
(Romero et al., 2021).

En plantas el hierro es necesario para la sintesis y funcionamiento del aparato
fotosintético; en contraste, la ausencia de hierro en las plantas provoca la aparicion
de manchas amarillas en las hojas jovenes como resultado de una produccion
deficiente de clorofila (Ferreira et al., 2019), a esto se le conoce como clorosis.
Como alternativas ante la clorosis se ha optado por el uso de agentes quelantes
organicos, entre ellos los acidos aminopolicarboxilicos, considerados agentes
quelantes fuertes que no son biodegradables, lo que presenta una problematica por
su persistencia en los mantos acuiferos y su capacidad para movilizar metales
toxicos (Martins et al., 2018).

Recientemente, se ha implementado la busqueda de quelantes de hierro que
puedan ser degradados en el ambiente, por lo que los compuestos considerados
eficientes hasta el momento han sido los sideréforos, moléculas de bajo peso, entre
500 y 1500 Da, que presentan una gran afinidad y selectividad para unirse al Fe
(lll), son comunmente producidos por bacterias, hongos y plantas
monocotileddneas en respuesta al estrés por hierro (Pérez et al., 2007). La afinidad
de los sideréforos es tan alta que pueden eliminar el Fe presente en las moléculas
de las proteinas que se unieron, convierten el Fe unido a proteinas o compuestos
solubles en agua de una forma accesible para los microorganismos (Timofeeva et
al., 2022).

Los sideréforos se producen intracelularmente y se secretan fuera de la célula como
compuestos libres de hierro, después de capturar el hierro, en forma de Fe?*, el
complejo hierro-sideroforo se transporta dentro de la célula a través del sistema de
transporte (Mishra & Baek, 2021).
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Estructura y clasificacion de sideréforos

Los sideréforos se pueden clasificar segun el grupo funcional con el que interactua
el hierro, en los sideréforos microbianos se clasifican como catecolatos,
hidroxamatos y carboxilatos, segun la naturaleza quimica de sus sitios de unién al
hierro (Pérez et al., 2007).

Los sideroforos que produce A. vinelandii incluye al compuesto fluorescente
azotobactina, un siderdforo de tipo pioverdina que posee una cadena peptidica
unida a un cromoforo, que tiene la capacidad de emitir fluorescencia (Basulto, 2020)
y los siderdforos de tipo catecol: DHBA (acido dihidroxibenzoico), azotoquelina,
aminoquelina y protoquelina (Yoneyama et. al, 2011) (Fig.4), que en su estructura
presentan el grupo catecol caracteristico; existe la posibilidad de que A. vinelandii
pueda secretar aun mas sideréforos diferentes de los reportados, hasta el momento
estos cinco sideroforos son los que se han descubierto y caracterizado a lo largo de
30 anos, haciendo uso de ensayos quimicos que permiten el analisis de uno o pocos

sideroforos a la vez (Baars et al., 2016).

(a) Fluorescent siderophore (pyoverdine type) (b) Catechol siderophores
H o
o H(J)_EOH PO TR N
NH_O O NH - O NH - HN_O COOH

s by
o H < .- N on—n—mr,; Hov;\r| @OH
(9] NH
" %i R 0 Lo SF oM HOTS HO™ Zon
&N' NH‘l/KH\ H% Protochelin DHBA
0.

OH +
N -_N
_ OH o o HO AN
HN AN o™ NANFNH HOOC NH,
HO ™" ~ \(OH O NH HN__o O NH
O Hn o}
~F Azotobactin % -OH Ho:ij T’.'Q\/OH
HN OH P
hihg ZSOHHO X oM
cooH Azotochelin Aminochelin

Fig. 4 Estructura quimica de los sideréforos producidos por Azotobacter vinelandii. (a) sideréforo

fluorescente o tipo pioverdina. (b) sider6foros de tipo catecol. Imagen tomada de Baars et al., 2016.
Las pioverdinas son sideroforos fluorescentes solubles en agua, de color amarillo
verdoso, forman un fuerte complejo con Fe (lll) y tienen una afinidad débil con Fe
(1), adquieren Mo y V como formas alternas y pueden movilizar metales a partir de
materiales de desecho en minerias o suelos contaminados, las pioverdinas pueden

movilizar U (VI), Np (V) y otros residuos de minas de uranio (Ahmed & Holmstrong,
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2014). Se componen por tres partes, un cromoforo de tipo dihidroquinolina, un
péptido especifico (de 6 a 12 aminoacidos) y una cadena lateral unida a N en la
posicion C-3 del cromoforo; la cadena lateral se puede tratar del acido succinico,
malico o de sus derivados amida, la cadena peptidica y lateral estan conectadas al
grupo carboxilo el grupo NH2 del croméforo (Soares, 2022).

El sideréforo azotobactina es producido solo bajo condiciones de limitacion severa
de Fe, por lo que se le considera el sideréforo “verdadero” de A. vinelandii; de forma
similar la pioverdina en Pseudomonas ha sido ampliamente estudiada por su papel
en la adquisicion de hierro, mientras que en A. vinelandii se requiere estudios mas
profundos (Wichard et al., 2009). Diversos estudios han demostrado que A.
vinelandii comparte genes involucrados con la produccion de sideroforos en
bacterias como Pseudomona aeruginosa, Bacillus subtilis y E. coli. (Tindale et al.,
2000).

Los catecoles (1,2 dihidroxibenceno) son compuestos aromaticos que en la vida
cotidiana se emplean como reactivos en fotografias, colorantes, produccion de
cauchos y plasticos (Balderas et al., 2014). Los sideréforos de tipo catecol solo se
encuentran en bacterias, estan formados por grupos catecolato e hidroxilo, se unen
al Fe®" con hidroxilos adyacentes o el extremo catecol, presentan &cido
dihidroxibenzoico (DHBA) acoplado a un aminoacido, algunas de sus funciones son
la lipofilia, resistencia al pH ambiental y forma un complejo octaédrico hexadentado
que proporciona dos atomos de oxigeno en la quelacion del hierro (Khan et al.,
2018).

Todos los sideréforos de tipo catecol utilizan acido salicilico o su derivado
hidroxilado el 2,3 dihidroxibenzoico como precursor comun, la biosintesis implica
transformaciones enzimaticas que comienzan con el corismato (Mishra & Baek,
2021). Cada tipo de sideroforo presenta diferentes configuraciones y propiedades,
pero presentan una estructura conservada, consistente en una unidad funcional
ligada a transferrina o lactoferrina, con un esqueleto peptidico que interactua con
receptores de membrana externa, la denticidad es crucial para la afinidad del hierro,

los catecoles presentan una estructura hexadentada que interactua con los seis
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sitios de coordinacion de los iones férricos, generando mayor afinidad por el Fe (lll)
(Balado, 2009)

Via de biosintesis de sideréforos.

La biosintesis de estos metabolitos es mediada principalmente a través de dos vias
bioquimicas, dependiendo de la estructura molecular que presente el sideroforo. La
primera via consiste en enzimas conocidas como Sintetasas de Péptidos No
Ribosomales (NRPS), funcionan de manera de lineas de ensamblaje que se
compone por modulos en donde se ensambla un sustrato especifico necesario para
la estructura final, los sideréforos sintetizados presentan estructuras peptidicas que
presentan aminoacidos no proteinogénicos, en algunos casos el precursor se
ensambla en el citoplasma y su maduracién ocurre en el periplasma (Soares, 2022).
La segunda via corresponde con la via independiente de NRPS (NIS), donde se
sintetizan moléculas que no son polipeptidicas, mediante reacciones de
condensacion entre subunidades alternas de acidos dicarboxilicos con diaminas o
aminoalcoholes, la reaccion se concreta en la formacion de enlaces amida o éster
(Carroll y Moore, 2018).

La biosintesis de sideroforos representa un costo energético mayor, lo que ha
llevado a que las bacterias desarrollaran mecanismos de control que aseguren la
sintesis cuando sea necesario; uno de estos mecanismos es el regulador Fur, por
sus siglas en inglés (Ferric Uptake Regulator), una proteina que actua como
represor de genes de la biosintesis de sideroforos, en presencia 6ptima de hierro,
la proteina Fur utiliza el Fe(ll) en forma de co-represor para unirse a promotores de
genes y bloquear la transcripcion (Soares, 2022).

En el caso de la biosintesis de pioverdinas en A. vinelandii es codificada por el
cluster de genes pvd, incluye a los genes Avin_25560, Avin_25570, Avin_25580,
Avin_25600, Avin_25640, Avin_25550, Avin_25610, importantes para la produccion
de azotobactina. Una parte de la estructura de dichas proteinas se compone de una
cadena polipeptidica que es sintetizada por NRPS, enzimas multidominio que
cumplen funciones de sintesis especificas, (Fig. 5) (Balado, 2009). El gen
Avin_25560 codifica una proteina similar a PvdD, una NRPS que destaca en la

produccion de pioverdinas, los genes Avin_25600 y Avin_25640 codifican para
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enzimas capaces de formar residuos de aminoacidos no estandar, estructuras
importantes para la azotobactina, el gen Avin_25550 codifica para un receptor de
sideroforos, mientras que el gen Avin_25610 codifica para una proteina reguladora

importante en la coordinacion de la produccion de azotobactina (Baars et al., 2016).

R-NH ~~ NH —~ CNH
2\(\| O}w o OM 0)\(\‘
® HO N_©NH HO N EnH HO N._@NH
@J D\I L, I —
NH  HO NH HO 7 NH HO 7z N
Glu

Ferri baclln Hydroxyl-ferrlbactln Dihydropyoverdine Pyoverdine Azotobactin
(Febn) (OHFebn) (2HChrP) (ChrP) (ChrA)

R.
™ NH

Fig. 5 Via de sintesis de pioverdinas propuesta para Azotobacter vinelandii, se sugieren los

intermediarios en la sintesis de azotobactina. Imagen tomada de Baars et al.., 2016.

Para P. aeruginosa se lleva a cabo por una serie de NRPS, codificada por el gen
pcdl, la cadena polipeptidica al igual que el cromdéforo se sintetiza en el citoplasma
y después se traslada al periplasma donde madura y se exporta al espacio
extracelular (Visca et al., 2006).

En los estudios realizados por Colo y colaboradores en 2014, trabajaron con cepas
de P. fluorescens y Azotobacter croococcum, reportaron dos cepas (Pseudomonas
fluorescens 1 y Pseudomonas fluorescens 2) con gran produccion de sideréforos,
con el método de cromo azurol agar (CAS) se observaron halos de 6.70 mm y 7.50
mm de los aislados respectivamente, mayor a los halos reportados para la cepa de
A. croococcum (3.50 mm), estas cepas tienen la capacidad de solubilizar fosfatos y
producir acido indol acético.

Diversos estudios han demostrado que A. vinelandii comparte genes involucrados
con la produccion de sideroforos en bacterias como Pseudomona aeruginosa,
Bacillus subtilis y E. coli. (Tindale et al., 2000). Para la sintesis de catecoles en A.
vinelandii, se ven involucrados los productos del cluster de genes ent, que contienen
los genes csbC, entB, entE, entA, vibH, entF, csbX, importantes en la produccion y
diferenciacion de catecoles; el producto del gen csbC es el que inicia la sintesis al
codificar la enzima isocorismato sintasa, la cual cataliza la conversion del corismato
a isocorismato, el producto de los genes entB, entE, entA son los responsables de

la sintesis y derivacion de DHBA, el producto del gen vibH que cataliza una enzima
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VibH-similar, la cual cataliza la condensacion del DHB unido a EntB con poliaminas
que forman la aminoquelina, el gen entF codifica una NRPS que es responsable de
la condensacion de L-lisina con DHB que forma la azotoquelina y el gen ¢sbX que
codifica bombas de flujo tipo MFS para la exportacion de los catecoles (Yoneyama,
2011).

La sintesis de catecoles comienza con la isocorismato sintasa que sintetiza el anillo
corismico, el cual se convierte en acido 2,3-dihidroxibenzoico (DHBA) por la
iscorismatasa (Fig. 6), enzima codificada por el gen entB, después se llevaran a
cabo modificaciones quimicas que dan lugar a la formacion de los catecoles
restantes (Balado, 2009).
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Fig. 6 Via de sintesis de catecoles propuesta para Azotobacter vinelandii. (A) sintesis de los
monocatecoles. (B) sintesis de los bis-catecoles y tris-catecoles. Imagen tomada de Baars et al.,
2016.

Sintesis de alquilresorcinoles (ARs)

Debido al particular ciclo de vida de A. vinelandii, esta bacteria presenta
capacidades que le permite diferenciarse en quistes metabdlicamente inactivos, lo
que le confiere una estrategia de supervivencia eficaz, percibiendo a los quistes una
gran resistencia a condiciones adversas como son la desecacion y agentes
quimicos. El quiste maduro esta compuesto por un cuerpo central, envuelto por una
capsula, que se comprende por una capa delgada externa laminada conocida como
exina y una capa interna gruesa, intina. Las membranas de los quistes
metabodlicamente inactivos se encuentran formados por lipidos fendlicos conocidos
como alquilresorcinoles (ARs), para que ocurra la formacion de estos quistes
maduros es importante la sintesis de alquilresorcinoles (Funa, 2006). Estos lipidos
fendlicos forman parte del proceso de enquistamiento, los ARs reemplazan a los
fosfolipidos en las membranas de las células vegetativas y se vuelven componentes
de la exina de la envoltura del quiste (Lépez et al., 2020). Los ARs son los primeros
lipidos que se sintetizan en el proceso de enquistamiento celular, al incorporarse a
las biomembranas las vuelven resistentes a la peroxidacion (Bitkov et al., 1992).
Estos metabolitos son capaces de inhibir enzimas unidas a membrana incluidas
enzimas respiratorias y suprimir la actividad metabdlica de la célula bacteriana
gracias a la asociacién que tienen los ARs con los fosfolipidos de membrana a
través de enlaces de hidrogeno, estos provocan la interrupcion de la bicapa lipidica
e inhibicion de las enzimas respiratorias unidas a membrana; las propiedades
antioxidantes permiten la proteccion de los quistes (Bitkov et al.,1992). La presencia
de ARs en la exina contribuye a la segregacion de los quistes formados durante el
proceso de diferenciacion; aunque los ARs participan de forma estructural en la
capsula del quiste maduro, no son esenciales para la formacioén del quiste ni para la
resistencia a la desecacion (Segura et al., 2009).

La sintesis de ARs, alginatos y PHB es regulada por el sistema de doble
componente GacS/A y el sistema de regulacion post-transcripcional de pequefios
RNA (sRNA) RsmZ, RsmY y la proteina RsmA (Fig. 7); el sistema de sRNA mas
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estudiados es el sistema RsmZ. Se estudiaron las mutaciones en los genes rsmZ1-
rsmZ7 y se observd que estas mutaciones afectan la biosintesis de alginato y de
alquilresorcinoles, pero el nivel en que son afectadas es muy variable para cada gen
(Lépez et al., 2018), los genes con mayor expresion al mutar son rsmZ2, rsmZ6 y

rsmZ7.
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Fig. 7 Via de sintesis de alquilresorcinoles propuesto en A. vinelandii SW136, sintesis controlada
por el sistema Gac-Rsm. La proteina GacA controla la sintesis de alquilresorcinoles mediante dos
vias, una via dependiente del sistema Rsm el cual regula la expresién de arpR y una via que controla
positivamente la expresion de los genes ars independientemente del sistema regulador Rsm. Imagen

tomada de Romero et al., 2016.

Los genes rsmY1y rsmY2 se encuentran en una region intergénica separada por
89 nucleotidos, la region reguladora de rsmY1 muestra una caja de union a GacA
(Hernandez et al., 2012). Los resultados derivados de los ensayos de transcripcion
inversa PCR sugirieron que rsmY1 y rsmY2 constituian un solo gen, rsmY
(Hernandez et al., 2012). Lopez y colaboradores (2018) encontraron que este sRNA
afecta positivamente la sintesis de ARs y alginato, ademas de que la expresion de
rsmY esta fuertemente influenciada por el tipo de fuente de carbono que consume
la bacteria.

Se analizé la expresion de los genes rsmZ y la produccién de ARs en diferentes
fuentes glucoliticas y gluconeogénicas, las fuentes de carbono glucoliticas fueron
fructuosa y glucosa, la fuente gluconeogénica fue succinato; ademas se utilizé al
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alcohol n-butanol para monitorear la expresion de los genes, lo que provocé la
acumulacién de ARs de manera dependiente de rsmZ1. Se reporté la actividad y
expresion de los genes y la acumulacion de ARs a los cinco dias de su incubacion,
obteniendo una mayor acumulacién de ARs en los genes mayormente expresados
(rsmZ6'y rsmZ7).

Por otra parte, los principales ARs sintetizados por A. vinelandii son el 5-n-
heneicosilresorcinol y el 5-n-tricosilresorcinol (Rosales et al., 2024), su sintesis
requiere de la actividad de la enzima ArsA (sintasa de acidos grasos tipo 1), un acido
graso responsable de la sintesis y transferencia de los sustratos de acilo activos
para ArsB (policétido sintasa tipo Ill, PKS) que culmina la sintesis de ARs (Funa et
al., 2006).

Para Azotobacter chroococcum se ha reportado una gran variedad de homaologos
de ARs, con cadenas laterales que varian de C13 a C27, estos compuestos también
se han aislado de Pseudomonas carboxydoflava. Se ha reportado que las cadenas
de alquilo de estas bacterias estan saturadas, se especula que la naturaleza
anfifilica de los ARs les permite incorporarse a la membrana celular y por tanto
cambiar sus propiedades. Las células vegetativas de A. vinelandii se diferencian a
quistes latentes, los fosfolipidos de membrana se sustituyen por 5-n-
alquilresorcinoles y 6-n-alkilpironas, estas células en reposo son mucho mas
resistentes a factores quimicos y fisicos, sirven como compuestos anabidticos
endogenos, dichos compuestos son secretados igualmente en el medio de
crecimiento por varias cepas bacterianas (Rejman & Kozubek, 2004).

Por otra parte, se han estudiado ciertos mecanismos bioquimicos, donde la
disponibilidad del hierro es participe en la sintesis de alquilresorcinoles (Targonska
et al., 2023), esto se debe a que las concentraciones de hierro afectan la sintesis
de lipidos y metabolitos secundarios, ocasionando que el hierro ejerza una
influencia sobre la composicion lipidica general de la célula bacteriana y la posible
dependencia del hierro para la formacion de quistes (Segura, 2009). Se mencionan
la actividad enzimatica y la expresién génica, donde el hierro influye en enzimas
clave que pueden mejorar o inhibir funciones cataliticas, como un control regulador

en las etapas transcripcionales y postranscripcionales. Ademas de que la
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disponibilidad del hierro podria modular la actividad de la alquilresorcinol sintasa y
Su expresion génica, pues se presenta una catalisis enzimatica y una regulacion
transcripcional al presentar condiciones Optimas de hierro, mientras que la
deficiencia o exceso afectan la sintesis (Targonska, 2023).

ANTECEDENTES

Importancia de la produccion de alquilresorcinoles bacterianos

Los ARs se caracterizan por tener una larga cadena de alquilo hidrofébico y un anillo
de resorcinol hidrofilico, estructuras que les confiere diversas funciones bioldgicas,
asi como en otros poliquétidos aromaticos sintetizados por PKS (Zabolotneva,
2022), funciones antiinflamatorias, antitumorales y antimicrobianas, también se ha
sugerido que podrian ayudar a regular los niveles de lipidos en la sangre y proteger
contra enfermedades cardiovasculares. También se han utilizado como
biomarcadores en la ingesta de cereales integrales en estudios dietéticos y pueden
servir como tratamiento para la diabetes tipo 2 al mejorar la sensibilidad del cuerpo
a la insulina (Boulebd & Spiegel, 2023).

Los ARs presentan un potencial como inmunomoduladores y agentes
anticancerigenos y antimicrobianos, el mecanismo antitumoral comprende la
destruccion del ADN de células tumorales y en prevenir la reparacion del ADN,
aumentando la tasa de mortalidad celular por toxicidad genética, deteniendo la
formacion de nuevas células cancerosas (Zabolotneva, 2022). Los mecanismos de
estas propiedades siguen sin estar del todo aclarados debido a los multiples
objetivos que tienen los ARs y las complejas relaciones entre las acciones
bioquimicas, al parecer los ARs afectan la morfologia de la célula mediante la
fragmentacion del ADN y condensacion de los nucleos, lo que conlleva a la
apoptosis en células dafiadas por agentes genotoxicos. Aunque estas propiedades
anticancerigenas se evidencien, son necesarios mas estudios que den respuesta a
los mecanismos moleculares exactos que realizan los ARs.

Una de las propiedades mas estudiadas en los ARs son las propiedades
antioxidantes que se presentan en la reduccién de cantidad de ROS y en la
inhibicion de enzimas que se ven involucradas en la produccién de radicales libres

en condiciones fisioldgicas (Luis et al., 2016).
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Importancia de la produccion de sideréforos bacterianos

La bacteria A. vinelandii es considerada un organismo modelo en produccion de
sideroforos, a través del complejo Fe-sideréforo, su captaciéon se da por los
receptores unidos a la membrana de A. vinelandii, obteniendo Fe soluble, dichos
complejos no son disponibles para los organismos competidores y exhibe
actividades inhibidoras para el crecimiento de fitopatégenos (Baars et al., 2016),
ademas los sideroforos pueden unir metales distintos al Fe y permitir la absorcion
de metales adicionales requeridos en los complejos de nitrogenasas (Mo, V) o
incluso secuestrar metales pesados toxicos, como el tungsteno (W) y zinc (Zn)
(Aasfar et al., 2021).

Otros géneros de bacterias incluyen a las bacterias del género Pseudomonas,
conocidas por su produccién de pioverdinas y que representan competencia en el
medio; ademas hay otros géneros que sintetizan sideréforos afines a los géneros,
incluye a los géneros Bacillus, Rhizobium, Escherichia 'y Salmonella. Los sideréforos
se han aprovechado como mecanismo de control biolégico contra fitopatdgenos,
puesto que la biodisponibilidad de hierro para los patdogenos en plantas disminuye
puesto que los sideréforos se unen fuertemente al hierro (Ghosh, 2020).
Recientemente, una de las cualidades importantes de los sideréforos que se esta
estudiando es su capacidad para evadir la resistencia a los farmacos asociada a la
membrana utilizando la capacidad de transporte de hierro para administrar farmacos
a las células, a través de agentes antibacterianos conjugados con sideréforos
(Khasheii et al., 2021) , donde la molécula de antibiético se acopla al sideréforo
como un transportador de "caballo de Troya" e ingresa a la célula microbiana
utilizando el complejo de recoleccion Fe-sideréforo. Una vez que el complejo esta
en el interior de la célula, el complejo farmaco-sideréforo mata a la célula liberando
el farmaco y actua como un agente antibacteriano completo o impide una mayor
absorcion de hierro (Nagoba & Vedpathak, 2011).

Otras lineas de investigacion se han llevado a cabo en el uso de sideréforos en
terapias contra el cancer, debido a la importancia del hierro en la iniciacion y
metastasis tumoral, se ha encontrado que la reprogramacion del metabolismo del

hierro es crucial para la supervivencia de la célula tumoral; es por esto que los
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sideréforos se pueden usar como terapia para atacar las vias de metabdlicas de
hierro, llegando a suprimir células cancerosas por apoptosis y sin inhibir el
crecimiento de células no cancerosas (Fan & Fang, 2021).

Situacion actual de los suelos de cultivo y el papel de sideré6foros como
promotores de crecimiento.

En la actualidad se ha presentado una degradacidon continua del suelo causada
principalmente por el uso inadecuado a través de la contaminacion por productos
quimicos, con consecuencias sobre la productividad. Ademas, el uso excesivo de
agroquimicos y las practicas de riesgo intensivo han acelerado dicha degradacion,
volviendo los suelos fértiles en areas sin produccion (Munoz, 2024).

El enfoque que se le da a A. vinelandii se basa en su importancia como modelo de
regulacion en la biodisponibilidad de hierro y su relevancia agronémica y ambiental,
puesto que Azotobacter esta distribuido globalmente y contribuye a la fijacion
biolégica de nitrégeno en una amplia gama de condiciones.

Para este proyecto se trabajo con cepas de la bacteria Azotobacter sp. con la cepa
silvestre A. vinelandii AEIV (donada por el Dr. Miguel Castafieda Lucio CICM-
ICUAP-BUAP), asi como las cepas A. vinelandii S4TA y A. chroococcum SM3.2, las
cuales se aislaron a partir de los muestreos en la Reserva de la Biosfera de
Tehuacan-Cuicatlan; posterior a su procesamiento por tamizados, se aislé a partir
de muestras de suelo de tetecho (A. vinelandii S4TA) y muestras de suelo de la
mesquitera (A. vinelandii SM3.2) empleando el uso de medios de cultivo Burk-
Sacarosa (BS), tanto en medio liquido como en medio soélido (Garcia-Gonzales
2019). Los aislados fueron caracterizados para evidenciar su capacidad de
produccion de alginatos, donde la cepa A. vinelandii S4T produjo mayor cantidad
del metabolito en comparacion con la cepa tipo A. vinelandii AEIV, sin embargo, la
cepa A. chroococcum SM3 obtuvo la mayor produccién en comparacion con la cepa
tipo A. vinelandii AEIV y A. chroococcum S6R (Garcia-Gonzales 2019).

Los dos aislados A. vinelandii S4TA y A. chroococcum SM3.2 se caracterizaron
bioquimicamente para cuantificar la produccion de indoles totales, se registré que
la cepa A. chroococcum SM3.2 produjo mayor AIA, y superdé al control

(Pseudomonas putida KT2440), la cepa S4T produjo el metabolito de forma similar
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al control, la cepa A. chroococcum S6R produjo la menor cantidad de AlA (Aguilar-
Bello 2023).

Otra caracteristica bioquimica que se determiné a los aislados fue su capacidad de
solubilizacion de fosfatos siendo las cepas A. chroococcum SM3.2 y A. vinelandii
S4T las que generaron mayor halo de solubilizacion y semejante al control (P. putida
KT2440) (Aguilar-Bello 2023).

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Es bien conocido que los sideréforos son producidos bajo condiciones limitantes de
hierro, especificamente en condiciones de baja biodisponibilidad (Ahmed &
Holmstrom, 2014), ademas se ha descrito que las bacterias generan una sintesis
diferencial en la produccion de sideroforos en Azotobacter vinelandii. A su vez,
anteriormente se ha trabajado con la germinacion de semillas en consorcio de
inoculacion de Azotobacter sp. con bacterias promotoras del crecimiento vegetal.
La importancia de los alquilresorcinoles en los ultimos afios por sus capacidades en
la etapa del quiste, han llevado a nuevas lineas de investigacién que permiten
vislumbrar la sintesis de alquilresorcinoles y sus propiedades con nuevos enfoques
en el uso de estos. Es por todo esto que se pretende realizar este estudio en el que
se evaluen tres condiciones de una cantidad Ooptima de hierro, de baja
biodisponibilidad de hierro y en ausencia de hierro, se compare cual es la condicién
mas beneficiosa en la produccion de siderdforos y que se compare la capacidad de
promocion de germinacion de las cepas, ademas de que se evalué la producciéon de

alquilresorcinoles en estas cepas.

JUSTIFICACION

La baja biodisponibilidad de hierro en los suelos agricolas representa un grave
problema global, ya que limita a las plantas absorber el hierro los suelos,
especialmente en suelos calcareos, que representan el 30% de los suelos para
cultivo en el planeta. La falta de hierro en las plantas conduce a patologias como la
clorosis, produccién menor de biomasa y rendimiento bajo de flores y frutos,

conduciendo al fracaso del cultivo. Los sideréforos son producidos por
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microorganismos como estrategia para obtener hierro no biodisponible del
ambiente; estos compuestos contienen grupos catecolato, hidroximato vy
carboxilato, que son potenciales quelantes de hierro para la nutricion de la bacteria
y de la planta, si establece una interaccion microorganismo-planta. Debido a que la
deficiencia de hierro es un factor limitante para el desarrollo de la planta y de su
rendimiento, la produccion de sideréforos bacterianos se plantea como una
estrategia biotecnologica para mejorar el rendimiento de los cultivos cuando son
inoculadas con bacterias productoras de sideroforos. Las capacidades de los
alquilresorcinoles junto a su papel estructural con las alquilpironas, que reemplazan
a los fosfolipidos en membrana, les brindan mayor resistencia a los quistes en
condiciones como la desecacion, forman parte de la exina en el quiste y se ven
inmersas en el acoplamiento metabdlico e inhibicidn de enzimas respiratorias en la
transicion a un estado hipometabdlico, las ha catapultado como metabolitos
secundarios con un gran potencial biotecnoldgico, debido a su naturaleza y las

propiedades que exhibe.

HIPOTESIS

Las diferentes concentraciones de hierro influiran en la produccion de los diferentes
sideroforos producidos por Azotobacter sp., se incrementara la sintesis de
sideroforos en las condiciones de crecimiento bacteriano con ausencia de hierro. Se
espera también una notable promocién de crecimiento en las semillas inoculadas
con las cepas bacterianas. Por otra parte, en los aislados se espera la produccion

de alquilresorcinoles en una fuente de carbono no glucolitica.

OBJETIVOS
Objetivo General
- Evidenciar la producciéon de sideréforos y alquilresorcinoles en los aislados
de Azotobacter vinelandii S4TA, Azotobacter chroococcum SM3.2 y la cepa
tipo A. vinelandii AEIV en diferentes concentraciones de hierro y su efecto en
la germinacion.

Objetivos Particulares
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1. Cuantificar la produccion de sider6foros en los aislados de Azotobacter
vinelandii S4TA, Azotobacter chroococcum SM3.2 y la cepa tipo AEIV A.
vinelandii en tres condiciones de crecimiento: una optima cantidad de hierro,
con baja concentracion y con carencia de hierro.

2. Valorar la produccion cualitativa y cuantitativa de alquilresorcinoles en los
aislados de Azotobacter vinelandii S4TA, Azotobacter chroococcum SM3.2 y
la cepa tipo A. vinelandii AEIV en la fuente de carbono n-butanol.

3. Evaluar el efecto de la inoculacién de Azotobacter sp con produccion de

sideroforos sobre la germinacion de semillas de rabano.

MATERIALES Y METODOS
Medios de cultivo
Medio minimo Burk Sacarosa (BS)
Es un medio de cultivo utilizado comunmente para el crecimiento de bacterias del
género Azotobacter, para formular el medio es necesario prepara el stock de las
sales que componen al medio y esterilizarlas para asegurar un 6ptimo crecimiento,
se mezclan los componentes dependiendo del volumen final que se requiera para
preparar el medio de cultivo.
El 10% del volumen final se compone de:
e Sacarosa 2% proveniente de una solucion stock de sacarosa al 20% (20 g/l)
e Solucion de buffer fosfatos (8 g/l de K2HPO4 y 2 g/l de KH2PO4)
El 1% del volumen final que requiere de:
e Na2S04 en una concentracion de 18 g/l
e CaCl2 en una concentracion de 7.3 g/l
El 0.00001% del volumen final se compone de:
e FeS0O4 en una concentracién de 5 g/l
e MgCI2 en una concentracién de 160 g/l
¢ NaMoO4 en una concentracién de 0.2 g/l
El 80% restante se compone de agua destilada al volumen final que sea requerido.

Medio minimo Burk Sacarosa (BS) liquido deficiente en hierro.
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Este medio BS liquido con deficiencia de hierro (DFe) contiene las mismas
soluciones utilizadas en la preparacion del medio minimo BS, difiriendo del ultimo
en que las soluciones se preparan con agua destiladas sin Fe y el FeSO4 se utiliza
a una concentraciéon de 0.0045 mM con el propdsito de inducir la produccion de
siderdforos en A. vinelandii y A. chroococcum.

Medio Burk Butanol (BBOH)

En este medio se modifica la fuente de carbono, cambiando la fuente por butanol al
2%, contiene las mismas soluciones utilizadas en la preparacion del medio minimo
BS, para 1000 ml del medio se agregan 20.12 ml de butanol al volumen total.
Cepas bacterianas utilizadas

Para realizar este estudio se utilizaron las cepas A. vinelandii AEIV, A. vinelandii
S4TA y A. chroococcum SM3.2, se utilizé6 medio minimo BS sélido para resembrar
las cepas bacterianas hasta obtener una morfologia colonial caracteristica, las
colonias presentan un fenotipo mucoso y blanquecino (Fig.8). Para la cepa A.
vinelandii AEIV se aislaron y purificaron cepas con fenotipo mucoide, la cepa A.
chroococcum SM3.2 presenta colonias puntiformes y blanquecinas, para la cepa A.

vinelandii S4TA se aislé un fenotipo mucoide y brillante, ya que las pioverdinas

presentan cierta fluorescencia que les da ese aspecto brillante a las colonias.

Fig. 8 Placas de medio BS sdlido con cepas: (A). A. vinelandii AEIV, (B). A. vinelandii S4Tay (C). A.

chroococcum SM3.2.

Crecimiento de preinoculos e inoculos

Se inicio con el crecimiento de las cepas de A. vinelandii AEIV, A. vinelandii S4TA
y A. chroococcum SM3.2 en medio BS sélido, se incubaron por 48 horas a 30°C y

se reservaron las cepas en refrigeracion para detener el crecimiento; posteriormente

33



se tomaron colonias de cada cepa y se inocularon en 25 ml de medio liquido BS
deficiente de Hierro, realizando duplicados de cada cepa, los preindculos se
incubaron en agitacién de 160 rpm a 30°C por 24 horas, una vez crecidos los
preinéculos (Fig.9), se tomaron muestras de 14 ml, se centrifugaron a 8000 rpm por
6 min, se decanto el sobrenadante y se obtuvo el paquete celular de cada muestra,
se agrego 1 ml de MgSO4 10mM y se resuspendio en un vortex, para nuevamente
centrifugar y retirar el sobrenadante, nuevamente se resuspendié en 1 ml de MgSO4
10 mM y de esta suspension se tomé 100 yl para inocular en los triplicados de la
cepa, en este caso las cepas presentaron dos tratamientos, en cada cepa se
evaluaron triplicados de medio liquido BS deficiente de hierro y medio liquido BS
carente de hierro (BS SFe), se inoculo cada matraz que contiene los medios antes

mencionados y se incubaron en agitacion de 160 rpm a 30°C por 48 horas (Fig.10).

VA
=

Fig. 9 (A) Preinéculos de las cepas A. vinelandii AEIV. (B) A. vinelandii S4Ta y (C) A. chroococcum
SM3.2 de 48 horas.

Fig.10 In6culos de las cepas A. vinelandii AEIV, A. vinelandii S4Ta y A. chroococcum SM3.2 de
ambos tratamientos, en 48 horas.

Técnicas

Metodologias para la cuantificacion de sideréforos
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Cuantificacion de pioverdinas (Page y Huyer, 1984)

Para realizar la cuantificacion se incubaron los preinéculos de las cepas a 18 horas
y en agitacién de 160 rpm y 30°C, al terminar la incubacion se lavaron las células
con MgSO4 al 10 mM y se tomaron 100 pl para realizar los inoculos e incubarlos a
las mismas condiciones, al terminar el tiempo de incubacion, se continuo con la
determinacion, se tomaron muestras de 5 ml y se centrifugaron a 8000 rpm por 6
minutos, se transfirio el sobrenadante de las muestras a un nuevo tubo para
posteriormente acidificar las muestras con HCI 5N hasta que el pH disminuya a 2,
por ultimo, estas muestras se leyeron en un espectrofotometro y se midié su
absorbancia a 380 nm para la determinacion de pioverdinas.

Cuantificacion de catecoles (Barnum, 1977)

Para realizar la cuantificacion se incubaron los preinoculos de las cepas a 18 horas
y en agitacién de 160 rpm y 30°C, al terminar la incubacion se lavaron las células
con MgSO0s4 y se tomaron 100 ul para realizar los indculos e incubarlos a las mismas
condiciones, al terminar el tiempo de incubacién, se continué con la cuantificacion
de catecoles, se tomaron muestras de 5 ml y se centrifugaron a 8000 rpm por 6
minutos, se tomaron muestras de 400 pl de los sobrenadantes obtenidos de los
inéculos crecidos de los triplicados de cada medio evaluado, a cada muestra se le
adiciono 200 pl de buffer acetatos 3M y 200 ul de solucion Nitrito-Molibdato 0.1 M,
se dejo incubar a temperatura ambiente por 30 minutos y por ultimo se midio la
absorbancia de las muestras a 508 nm para la determinacion de catecoles.
Cuantificacion de proteinas por el método de Lowry

Para poder manejar los datos obtenidos de los sideroforos es necesario obtener las
absorbancias de proteina de cada muestra, por lo que se tomd 1 ml de los indculos,
dichas muestras se centrifugaron a 12000 rpm por 2 min, se retir6 el sobrenadante
y el paquete celular se resuspendio con 1 ml de MgSO4 10 mM, posterior a esto se
tomd 10 ul de cada muestra y se llevé a un volumen final de 200 pl con agua
tridestilada, a su vez se corri6 una curva de calibracion con albumina, a cada
muestra de albumina se llevo a un volumen de 200 ul con su respectiva cantidad de
albumina sérica; después se afadié 1 ml de solucion reactiva, se vortexeo cada

muestra y se dejaron en reposo por 10 min, al terminar el reposo se agregaron 100
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Ml de reactivo folin y se dejo reposar 30 minutos cada muestra, por ultimo se midio
la absorbancia de las muestras a 625 nm para la determinacién de proteinas.
Metodologias para la determinacion de alquilresorcinoles

Cualificacion de alquilresorcinoles

Para esta metodologia se realizan preinoculos e in6culos antes mencionados, una
vez crecidos se centrifugaron los indculos y se lavd el paquete celular con MgSO4
10 mM, lavando y retirando el exceso de sacarosa, después cada muestra se
resuspende en 1 ml de MgSO4 10 mM, se toman 10 pl de las muestras para realizar
la cuantificacion de proteina por el método de Bradford, una vez obtenidas las
absorbancias se realizaron calculos para obtener las diluciones correspondientes
para que todas las cepas presenten una absorbancia similar, a partir de estos
calculos se tomé lo requerido y se inoculo en las placas de medio Burk-n-butanol
(BBOH), en cada placa se ubicé una de las cepas con sus duplicados y se colocaron
3 repeticiones de la dilucion sobre un filtro High bond previamente esterilizado, estas
placas se incubaron por 5 dias a 30 °C, al concluir los 5 dias se tifieron las placas
con sales Fast Blue B formulado ese mismo dia, se esperd a que se seque y se
realizara la reaccion.

En este trabajo se implementaron técnicas espectrofotométricas para la
cualificacion y cuantificacion de alquilresorcinoles, se usaron sales de diazono como
el Fast Blue B, que le proporciono una coloraciéon rojo oscuro que es medido
espectrofotométricamente, la intensidad del color fue proporcional a la
concentracion de alquilresorcinol encontrada en la muestra. Para realizar la técnica
lo primero que se realizo fue extraer este lipido mediante la adicion de acetona. Al
momento de cualificar se usé la técnica de cribado de colonias productoras de
alquilresorcinoles, se visualizd el viraje a color rojo, la coloracion se extendio a las
capas externas del quiste.

Cuantificacion de alquilresorcinoles

En la siguiente metodologia se realizaron los preinéculos e indculos antes
mencionados, una vez crecidos los inéculos se lavan las células con MgSO4 10Mm
hasta retirar toda la sacarosa del medio, se resuspende en 1 ml de MgSO4 10Mm y

se toma 100 ul de la muestra para inocular en matraces con medio BBOH liquido y
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se incuba durante 5 dias en agitacién de 160 rpm a 30 °C, al término de los 5 dias
se colectan las células y se resuspenden en 1 ml de MgSO4 10Mm, con una muestra
de 50 ul se cuantifica las proteinas por el método de Lowry y el resto se centrifuga
a 13000 rpm por 5 min, se retira el sobrenadante de cada muestra dejando la
pastilla, a la cual se le agrega 1 ml de acetona para extraer los primeros
alquilresorcinoles, se resuspende con la pipeta y se deja reposar por 1 hora en la
oscuridad a temperatura ambiente, después del tiempo se centrifuga a 13000 rpm
por 5 min, se colecta la acetona y se afade otro ml de acetona para extraer
nuevamente los alquilresorcinoles, se resuspende y se deja toda la noche a
temperatura ambiente en la oscuridad, al dia siguiente se centrifuga a 14000 rpm
por 5 min y se recolecta la acetona, de los extractos resultantes se mezclan y se
llevan a la centrifuga de vacio para concentrar el extracto, se espera hasta que se
evapore por completo, se afiaden 200 ul de acetona y se resuspende, para el
siguiente paso se toman 100 ul de cada muestra y se pone a secar en la centrifuga
de vacio. A cada muestra se le aflade 1 ml de solucién azul rapido B-propanol, se
deja reaccionando por 1 hora en la oscuridad, al término de la hora se leen las
muestras a una longitud de onda de 520 nm y se corre simultdneamente una curva
estandar de 4-(4 Nitrofenilazo) resorcinol en acetona (4,10,20 y 40 ug/ml).
Desinfeccion e inoculacion de semillas

El protocolo que se siguio fue la desinfeccion total de las semillas, se escoge una
cantidad de semillas suficientes y se lava con agua tridestilada, posteriormente con
hipoclorito de sodio al 7% y por ultimo lavadas con etanol al 70%. Posteriormente
se ubican en un medio de agar, con un total de 40 semillas en cada placa, una vez
ubicadas las semillas se inoculo la placa con 1 ml de la cepa bacteriana crecida en

un medio determinado a 48 horas.

DESARROLLO EXPERIMENTAL Y RESULTADOS

Cuantificacion de sideréforos producidos por cepas de A. vinelandii y A.
chroococcum

Las cepas A. vinelandii AEIV, A. vinelandii S4TA y A. chroococcum SM3.2, fueron

sembradas en placas con medio minimo BS y posteriormente inoculadas en
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condiciones de control (18 uM Fe2S0a), deficiencia (4.5 uyM Fe2S0O4) y ausencia de
hierro para estimular la produccién de azotobactina.

De las cepas cultivadas en medio BS liquido en ausencia de hierro, a las 24 horas
se observa la presencia de azotobactina por su evidente fluorescencia emitida por
la poblacion bacteriana (Fig. 11 B), mientras que las cepas cultivadas en medio BS
liquido con deficiencia de hierro presentaron crecimiento celular, con una minima

fluorescencia emitida (Fig. 11 A).

Fig. 11 Comparacion entre los in6culos de la cepa A. vinelandii AEIV en dos tratamientos. (A) medio

minimo BS liquido con deficiencia de hierro. (B) medio minimo BS liquido en ausencia de hierro.

Cuantificacion de azotobactina

Para la cuantificacién de azotobactina determinada a las 48 horas, se registré una
mayor produccion de las tres cepas bacterianas en la condicion ausente de hierro,
seguida por la condicion deficiente de hierro (4.5 pM de Fe2SOa4) y la condicion
control con una cantidad optima de hierro (18 uM de Fe2SO4), en esta condicion la
produccion de azotobactina es menor.

La produccion de azotobactina en la condicidn ausente de hierro para la cepa tipo
A. vinelandii AEIV fue de 1.229 ug azotobactina/mg proteina, en cambio, la
produccion en la condicion control (cantidad optima de hierro) fue de 0.134 ug
azotobactina/mg proteina, con una diferencia estadisticamente significativa entre
ambas condiciones. La produccion de azotobactina en la condicion ausente de
hierro para el aislado A. vinelandii S4TA fue de 1.333 ug azotobactina/mg proteina,
mientras que la produccién en la condicién control (cantidad optima de hierro) fue
de 0.138 pg azotobactina/mg proteina, con una diferencia estadisticamente
significativa entre ambas condiciones; se registrd la produccion de azotobactina en
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la condicion ausente de hierro para el aislado A. chroococcum SM3.2 y fue de 1.254
Mg azotobactina/mg proteina, en comparacioén con la produccién en la condicion
control (cantidad optima de hierro) que fue de 0.150 ug azotobactina/mg proteina,

con una diferencia estadisticamente significativa entre ambas condiciones (Fig.12).

Cuantificacion de azotobactina
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Fig. 12 Cuantificacién de azotobactina a las 48 horas de cultivo de las cepas A. vinelandii AEIV:
AEIV, A. vinelandii S4TA: S4TA y A. chroococcum SM3.2: SM3.2 en los diferentes tratamientos.
Letras diferentes representan diferencia estadisticamente significativa. p= 0.0148.

Se realizé una segunda cuantificacién de azotobactina a las 96 horas de cultivo, se
registré una tendencia similar en las cepas con respecto a la produccion a las 48
horas, con una mayor produccion de azotobactina en este periodo de 96 horas, en
las tres cepas. Cabe resaltar, que la biosintesis de este siderdforo en la condicion
de deficiencia de hierro superd la produccién en comparacion con la condicion
control, pero la produccion de azotobactina en la condicién ausente de hierro fue
superior a las condiciones restantes para las tres cepas estudiadas.

Para la cepa tipo A. vinelandii AEIV, la produccion de azotobactina (ausencia de
hieroo) fue de 2.440 ug azotobactina/mg proteina, mientras que la produccion del
metabolito en la condicion control con una cantidad 6ptima de hierro fue de 0.258
Mg azotobactina/mg proteina, con una diferencia estadisticamente significativa entre
ambas condiciones de crecimiento. La produccion de azotobactina en la condicion

ausente de hierro para el aislado A. vinelandii S4TA fue de 2.046 pg
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azotobactina/mg proteina, en cambio, la produccién del metabolito en la condicidn
control con una cantidad optima de hierro fue de 0.221 ug azotobactina/mg proteina,
con una diferencia estadisticamente significativa entre ambas condiciones; se
registro la produccion del metabolito en la condicion ausente de hierro para el
aislado A. chroococcum SM3.2 y fue de 2.003 pg azotobactina/mg proteina, sin
embargo, la produccién del metabolito en la condicion control con una cantidad
optima de hierro fue de 0.327 ug azotobactina/mg proteina, con una diferencia

estadisticamente significativa entre ambas condiciones de crecimiento (Fig.13).

Cuantificacion de azotobactina
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Fig. 13 Cuantificacién de azotobactina a las 96 horas de cultivo de las cepas A. vinelandii AEIV:
AEIV, A. vinelandii S4TA: S4TA y A. chroococcum SM3.2: SM3.2 en los diferentes tratamientos.

Letras diferentes representan diferencia estadisticamente significativa. p= 0.0588.

Cuantificacion de catecoles

Para la cuantificacion de catecoles determinada a las 48 horas, se registré la
produccion mayor de catecoles en las cepas A. vinelandii AEIV y A. vinelandii S4TA
en las condiciones de ausencia de hierro y deficiencia de hierro (4.5 uM de Fe2S04)
y una menor produccion en la condicion control con una cantidad optima de hierro
(18 uM de Fe2SO0a).

La produccion superior de catecoles en A. vinelandii AEIV fue en la condicion
deficiente de hierro con 2.004 ug catecol/mg proteina, mientras que la menor

produccion ocurrié en la condicidon control (cantidad optima de hierro) que fue de
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0.334 pg catecol/mg proteina, con una diferencia estadisticamente significativa
entre ambas condiciones. De forma similar, el aislado A. vinelandii S4TA produjo la
mayor cantidad de catecoles en la condicién ausente de hierro (1.719 ug catecol/mg
proteina), sin embargo, la produccion en la condicion control (cantidad optima de
hierro) fue de 0.251 pg catecol/mg proteina, con una diferencia estadisticamente
significativa entre ambas condiciones.

Para el aislado A. chroococcum SM3.2 |la mayor produccién de catecoles se observé
en la condicion ausente de hierro con 2.077 ug catecol/mg proteina, seguida por la
condicion de deficiencia de hierro (1.575 pg catecol/mg proteina) y para el caso de
la produccién en la condicién control (cantidad optima de hierro) fue de 0.227 ug
catecol/mg proteina, con una diferencia estadisticamente significativa entre las tres

condiciones (Fig. 14).

Cuantificacion de catecoles
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Fig. 14 Cuantificacion de catecoles a las 48 horas de cultivo de las cepas A. vinelandii AEIV: AEIV,
A. vinelandii S4TA: S4TA y A. chroococcum SM3.2: SM3.2 en los diferentes tratamientos. Letras

diferentes representan diferencia estadisticamente significativa. p <0.0001.

Se realizé una segunda cuantificacion de catecoles a las 96 horas de cultivo y se
registré6 que la mayor produccion del metabolito en las tres cepas bacterianas
ocurrié en la condicion de deficiencia de hierro y con una menor produccién en las
condiciones control; se observé una produccion minima de catecoles en la condicion

ausencia de hierro para las tres cepas estudiadas.
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La mayor produccion de catecoles de la cepa A. vinelandii AEIV ocurrié en la
condicion de deficiencia de hierro y fue de 1.688 ug catecol/mg proteina, seguida
de la condicién control (cantidad optima de hierro) con 0.207 ug catecol/mg proteina,
con una diferencia estadisticamente significativa entre ambas condiciones. La
produccion de catecoles en la condicion deficiente de hierro para el aislado A.
vinelandii S4TA fue de 1.688 ug catecol/mg proteina, al contrario, la produccién del
metabolito en la condicién control (cantidad optima de hierro) fue de 0.202 ug
catecol/mg proteina, con una diferencia estadisticamente significativa entre ambas
condiciones. La produccién de catecoles en la condicidon deficiente de hierro para el
aislado A. chroococcum SM3.2 fue de 1.768 ug catecol/mg proteina, sin embargo,
la produccion del metabolito en la condicién control (cantidad optima de hierro) fue
de 0.147 pg catecol/mg proteina, con una diferencia estadisticamente significativa

entre ambas condiciones de crecimiento (Fig. 15).
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Fig. 15 Cuantificacion de catecoles a las 96 horas de cultivo de las cepas A. vinelandii AEIV: AEIV,
A. vinelandii S4TA: S4TA y A. chroococcum SM3.2: SM3.2 en los diferentes tratamientos. Letras

diferentes representan diferencia estadisticamente significativa. p= 0.0148.

Germinacion de semillas de rabano inoculadas con Azotobacter sp con
produccion de sideréforos

Los porcentajes de germinacion de semillas de rabano se obtuvieron de aquellas

semillas inoculadas con los cultivos bacterianos crecidos a las 48 horas, tanto en
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medio con deficiencia y ausencia de hierro, y se tomd como control a los cultivos
bacteriano crecidos con 18 uM Fe2SO4 (que representa el 100% de hierro que se le
agrega al medio).

La germinacion de semillas de rdbano fue mayor en aquellas semillas inoculadas

con cultivos bacterianos crecidos en medio deficiente de hierro, fue menor en las

semillas inoculadas con cultivos bacterianos crecidos en medio ausente de hierro
(Fig. 16, Fig. 17 y Fig. 18).

Fig.16 Comparacion de la germinacion de las semillas inoculadas con la cepa A. vinelandii AEIV:
AEIV, entre: (A) el medio ausente de hierro. (B) el medio deficiente de hierro. La n de cada

tratamiento fue de 40 semillas.

Fig.17 Comparacion de la germinacion de las semillas inoculadas con la cepa A. vinelandii S4TA:
S4TA, entre: (A) el medio ausente de hierro. (B) el medio deficiente de hierro. La n de cada

tratamiento fue de 40 semillas.
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Fig.18 Comparacion de la germinacion de las semillas inoculadas con la cepa A. chroococcum
SM3.2: SM3.2, entre: (A) el medio ausente de hierro. (B) el medio deficiente de hierro. La n de cada

tratamiento fue de 40 semillas.

Se registré un mayor porcentaje de germinacion con la inoculacion de cultivo
bacteriano a las semillas, con el aislado A. vinelandii S4TA crecido en un medio de
cultivo deficiente de hierro, el porcentaje de germinacion fue similar con la
inoculacion de las cepas A. chroococcum SM3.2, A. vinelandii AEIV y el control, sin

diferencia estadisticamente significativa (Fig.19).
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Fig.19 Porcentaje de germinacion de las semillas de rabano crecidas en ambos tratamientos, se
analizaron 4 grupos, grupo sin inoculacion: Control, la cepa A. vinelandii AEIV: AEIV, A. vinelandii
S4TA: S4TA y la cepa A. chroococcum SM3.2; SM3.2. La n de cada tratamiento fue de 40 semillas.
p=0.0119.
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Fig. 20 Comparacién de las semillas germinadas en el tratamiento de deficiencia de hierro. (A)
Plantulas de la cepa A. vinelandii AEIV: AEIV, (B) plantulas del aislado A. vinelandii S4TA: S4TA, (C)

plantulas del aislado A. chroococcum SM3.2 y (D) plantulas del tratamiento control (sin inocular). La

n de cada tratamiento fue de 40 semillas.

En la condicién control, las bacterias fueron crecidas en condiciones 6ptimas de
hierro (18 uM de Fe2S0a4) y se registraron las medidas de las plantulas en tres dias
diferentes posterior al inicio de la germinacion. A los 7 dias, las semillas inoculadas
con el aislado A. vinelandii S4TA presentaron la longitud mayor (13.2 cm), seguida
de las plantulas inoculadas con el aislado A. chroococcum SM3.2, la cepa tipo A.
vinelandii AEIV, las plantulas con menor longitud fueron las del grupo control (Fig.
21 A) (sin contacto con bacterias). A los 10 dias, las plantulas inoculadas con las
tres bacterias presentaron promedios de longitud superior con diferencia
estadisticamente significativa respecto a las plantulas sin inocular. A los 14 dias,
todos los tratamientos de las plantulas crecidas con las cepas A. vinelandii AEIV, A.
vinelandii S4TA y A. chroococcum SM3., presentaron una longitud mayor respecto
al control en medio BS sin presencia de organismos. Sin embargo, entre los

tratamientos, no se encuentran diferencias significativas.
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Fig. 21 Longitud de las plantulas germinadas en el tratamiento control, se midieron a: (A) 7 dias del
lavado de semillas (B) 10 dias del lavado de semillas y (C) 14 dias del lavado de semillas. Se
analizaron 4 grupos, grupo sin inoculacion: Control, la cepa A. vinelandii AEIV: AEIV, A. vinelandii
S4TA: S4TA y la cepa A. chroococcum SM3.2: SM3.2. La n de cada tratamiento fue de 40 semillas.
p < 0.0001.

En la condicion deficiente de hierro, las bacterias se crecieron en medio de cultivo
con deficiencia de hierro (4 uM de Fe2S0a4), y se utilizaron para inocular las semillas;
a los 7 dias posterior al inicio de la germinacion se evaluo la longitud de las
plantulas, se registré que la longitud de las plantulas inoculadas con las tres cepas
bacterianas fue similar entre los tres tratamientos y superior con respecto a las
plantulas control con diferencia estadisticamente significativa. A los 10 dias, la
longitud mayor la presentaron las plantulas inoculadas con el aislado A. vinelandii
S4TA (23.3 cm), con diferencia estadistica con respecto a las plantulas tratadas con
A. vinelandii AEIV y A. chroococcum SM3.2, las longitudes menores las registraron
las plantulas control (sin inocular). A los 14 dias, las plantulas tratadas con A.
vinelandii S4TA registraron el promedio mayor de longitud: 29.13 cm, con diferencia
estadistica respecto a las plantulas inoculadas con A. chroococcum SM3.2 y A.

vinelandii AEIV y las plantulas sin inocular presentaron la menor longitud.
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Fig. 22 Longitud de plantulas germinadas en medio deficiente de hierro, se analizaron 4 grupos,
grupo sin inoculacién: Control, la cepa A. vinelandii AEIV: AEIV, A. vinelandii S4TA: S4TA y la cepa
A. chroococcum SM3.2: SM3.2, se midieron a: (A) 7 dias (B) 10 dias y (C) 14 dias posteriores al
inicio de la germinacion. La n de cada tratamiento fue de 40 semillas. p < 0.0001.
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Fig.23 Comparacién del crecimiento en las plantulas del tratamiento de deficiencia a los 14 dias
después del inicio de germinacion. (A) Plantula del grupo sin inocular (Control), (B) Plantula del grupo
A. vinelandii AEIV (AEIV), (C) Plantula del grupo A. vinelandii S4TA (S4TA), (D) Plantula del grupo

A. croococcum SM3.2 (SM3.2). La n de cada tratamiento fue de 40 semillas.
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Fig.24 Comparacion del crecimiento en las plantulas del tratamiento control (bacterias crecidas con
18uM de hierro) a los 14 dias después del inicio de germinacion. (A) Plantula del grupo sin inocular
(Control), (B) Plantula del grupo A. vinelandii AEIV (AEIV), (C) Plantula del grupo A. vinelandii S4TA
(S4TA), (D) Plantula del grupo A. croococcum SM3.2 (SM3.2). La n de cada tratamiento fue de 40
semillas.
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Fig.25 Comparacién del crecimiento en las plantulas del tratamiento de deficiencia a los 14 dias
después del inicio de germinacion. (A) Plantula del grupo sin inocular (Control), (B) Plantula del grupo
A. vinelandii AEIV (AEIV), (C) Plantula del grupo A. vinelandii S4TA (S4TA), (D) Plantula del grupo

A. croococcum SM3.2 (SM3.2). La n de cada tratamiento fue de 40 semillas.

Cualificacion de alquilresorcinoles

Por otro lado, para la determinacion cualitativa de ARs se ajustd la misma cantidad
de proteina en las tres cepas, permitio visualizar que el aislado A. vinelandii S4Ta
presenta la mayor sintesis de ARs seguida de la cepa A. vinelandii AEIV, mientras
que el aislado A. vinelandii SM3.2 presentd la menor produccién de esté
metabolito (Fig.26).

Fig. 26 Placas de medio Burk-n-Butanol, el experimento se realizé con tres repeticiones con la
inoculacién de la cepa por ftriplicado. Este resultado es el promedio de tres experimentos
independientes. (A) corresponde al aislado A. vinelandii S4TA. (B) corresponde a la cepa A.
vinelandii AEIV.
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Fig.27 Placas de medio Burk-n-Butanol, el experimento se realizé con la inoculacion de la cepa por
triplicado. Este resultado es el promedio de tres experimentos independientes. (A) Quistes de la cepa
A. vinelandii AEIV. (B) Quistes del aislado A. vinelandii S4TA. (C) Quistes del aislado A. chroococcum
SM3.2.

Cuantificacion de alquilresorcinoles

En la determinacién cuantitativa de los alquilresorcinoles, se encontré que la cepa
A. vinelandii S4TA registro un valor de 9.51 ug alquilresorcinoles/mg proteina,
siendo la mayor produccién de ARs y con diferencia estadisticamente significativa
en comparacion con las cepas bacterianas restantes, A. vinelandii AEIV y A.
chroococcum SM3.2, estas dos cepas no presentaron diferencia estadisticamente

significativa entre si.
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Fig. 28 Cuantificacidon de alquilresorcinoles a los 5 dias de cultivo de las cepas A. vinelandii AEIV:
AEIV, A. vinelandii S4TA: S4TA y A. chroococcum SM3.2: SM3.2, en medio de cultivo Burk-n-
butanol. p <0.0001.

DISCUSION
En este trabajo se caracterizaron bioquimicamente tres cepas del género

Azotobacter y se determind su capacidad para producir metabolitos secundarios:
sideroforos y alquilresorcionoles, los primeros se han documentado como un
mecanismo de promocion del crecimiento vegetal, observado en la elongacion y
desarrollo de las plantulas de la plantula de rabano.

Para esta investigacion se trabajo con tres condiciones de crecimiento bacteriano
para determinar la produccion de siderdforos de las tres cepas estudiadas, se
explordé el medio de cultivo BS o condicién control, que presenta una cantidad de
hierro (18 uM Fe2SO4) adecuada para el crecimiento 6ptimo de las bacterias, un
tratamiento con deficiencia de hierro (4 yM Fe2S0Os4) y un tratamiento con ausencia
de hierro.

En este trabajo se reportd que las cepas A. vinelandii S4TA, A. vinelandii AEIV y A.
chroococcum SM3.2 produjeron de forma simultanea azotobactina y catecoles (dos
tipos de sideroforos) en las tres condiciones de crecimiento, este resultado es similar
al estudio donde caracterizaron el metaboloma de los sideréforos, este hallazgo
permite entender la fuerte interaccion microbiana con el hierro y otros metales en el
ambiente, como el hallazgo significativo realizado por Baars (2016), donde
encontraron que A. vinelandii produce vibrioferrina que es un tipo de siderdforos que
se asocia a bacterias marinas, confirmando que A. vinelandii produce gran variedad
de sideroforos, incluyendo las azotobactinas (tipo pioverdina) y catecoles como
protoquelina, aminoquelina y azotoquelina.

En la condicion de control (concentracion de hierro 6ptimo) se registrd una
produccion minima de catecoles y azotobactina, que es superada por las
condiciones de deficiencia y ausencia de hierro. En este estudio se encontrd que
las tres cepas producen la mayor cantidad de azotobactina en la condicion de
crecimiento con ausencia de hierro, como lo reportado por Page y Tigerstrom
(1988) donde se menciona que la produccion de estos sideroforos se ve estimulada

en condiciones limitantes de hierro, la azotobactina es sintetizada en presencia del
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3 UM de hierro, mientras que la sintesis de catecoles ocurre en presencia de 10 uM;
de forma similar, se observd en las cepas de este estudio que la produccién de
catecoles es mayor en la condicién de crecimiento en deficiencia de hierro.

Se encontro, que las bacterias A. vinelandii S4TA y A. chroococcum SM3.2
producen azotobactina en deficiencia de hierro, que representa la mitad de la
cantidad de azotobactina en comparacion con la cantidad sintetizada en ausencia
de hierro. Ademas, se registré que hay una produccion minima de azotobactina en
condiciones normales de hierro. Es importante destacar que la produccion de
azotobactina evaluada a las 96 horas (en la condicion de ausencia de hierro) supero
en cantidad a la produccion registrada a las 48 horas. También, se observé que la
produccion del azotobactina en las condiciones control y deficiencia de hierro, se
mantiene la cantidad del sideroforo constante a las 48 horas y en las 96 horas de
cultivo en cada condicion.

Para el caso de la produccion de los catecoles en las cepas A. vinelandii AEIV y el
aislado A. vinelandii S4TA, los datos obtenidos en este estudio a las 48 horas de
cultivo sugieren que no hay una diferencia estadisticamente significativa entre la
produccion de catecoles en ausencia de hierro y en deficiencia de hierro, a
excepcion de la cepa A. chroococcum SM3.2 que presenta mayor produccion de
catecoles en la condicion de crecimiento ausencia de hierro en comparacion con la
condicion de deficiencia.

Mientras que en la condicién control, la produccion del sideréforo es minima en
comparacion a las dos condiciones de cultivo restantes sin importar el tiempo de
cultivo. La mayor produccion de catecoles en las tres cepas se registro a las 48
horas cultivo y se observdo una disminucién del sideréforo a las 96 horas,
particularmente en la condicion de ausencia de hierro se observé un desplome de
la cantidad de catecoles.

Para el caso de las cepas A. vinelandii AEIV y A. vinelandii S4TA se sugiere que la
concentracion de hierro no representa una condicién determinante para la expresiéon
de los genes que codifican catecoles, como lo reportado por Tindale (2000), que
propuso que la sintesis de catecoles en A. vinelandii ocurre bajo condiciones de

regulacion dual, lo que lleva a pensar que la sintesis de estos sideroforos es
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regulada por otros factores en los que no se ve involucrado el homdlogo de la
proteina Fur (represor de captacion férrica). La expresion del gen ¢sbC involucrado
en la sintesis, es reprimido por el homologo de la proteina Fur y al mismo tiempo
activado por el estrés oxidativo por accion de la proteina similar SoxS, esta doble
regulacion podria explicar por qué la produccion de catecoles continua incluso en
concentraciones de hierro donde otros sideréforos se reprimen, brindando a su vez
proteccion a las células contra dafo oxidativo cuando el hierro es limitado.

Ahora bien, existe una clara diferencia entre la produccién de los dos sideréforos a
las 96 horas, los catecoles se producen en mayor cantidad, aproximadamente el
doble, con respecto a la azotobactina, en condiciones de deficiencia de hierro.

A las 96 horas de cultivo, la produccion de azotobactina en ausencia de hierro es
mayor que la produccion de catecoles, este resultado es sustentado por lo reportado
por Basulto (2020), que estudioé cepas mutantes de A. vinelandii AEIV(JGDEEpwvdS),
cepas modificadas que no produjeron alginato, la cepa control no presento
produccion de azotobactina debido a que se trata de una cepa mutante no
productora de este sideroforo, donde se observd una sintesis diferencial entre
catecoles y azotobactina, con una produccién compensatoria, donde la mutante
gacA mostro una produccion minima de azotobactinas y un aumento considerable
en la produccidn de catecoles de casi ocho veces mas.

En trabajos de Yoneyama 2011, confirman que en Azotobacter vinelandii ocurre una
sintesis diferencial entre catecoles y azotobactinas, donde la produccion del
sideroforo se veria afectada por la limitacidn del hierro, donde la ausencia del hierro
enriquece la sintesis de azotobactina.

Es importante destacar, que los sideréforos se caracterizan por la adquisicion de
hierro y también actian como metaloforos que facilitan la captacién de cofactores
de la nitrogenasa (molibdeno y vanadio), a su vez secuestran metales toxicos como
tungsteno y zinc. EI mismo Baars (2016) propone el mecanismo “brigada de cubo”
donde la union de hierro es mediada por la vibrioferrina en el medio y es
intercambiado por la azotoquelina que entrega el hierro a la célula, ocurre una
produccion sinérgica mediada por un sideroforo hidrofilico (vibrioferrina) y un

sideroforo hidrofébico (azotoquelina), esta estrategia sugiere una contribucioén a la
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promocién del crecimiento vegetal, que resalta el potencial biotecnolégico de los
sideréforos de A. vinelandii.

Con respecto a la germinacion de las semillas de rabano, se encontré que las
semillas que fueron inoculadas con cepas en condicion de crecimiento de
deficiencia de hierro presentaron un mayor porcentaje de germinacién, seguido por
aquellas semillas inoculadas con cepas cultivadas en condiciones 6ptimas de hierro
(condicién control), mientras que las semillas que fueron inoculadas con cepas en
condicion de ausencia presentaron un porcentaje muy bajo de germinacién, lo que
concuerda con la produccion diferencial de sideréforos encontrados en estas
condiciones, una mayor produccion de catecoles (azotoquelina) en la condicién de
deficiencia respecto a la condicion de ausencia de hierro. Es posible que la
movilizacion del hierro por parte de los sideréforos les proporcione una
disponibilidad adecuada de hierro a las semillas, que es esencial para procesos
enzimaticos y metabdlicos en las etapas de germinacion y desarrollo de la plantula.
Ademas, es bien conocido el rol de A. vinelandii, como productor de fitohormonas,
como el acido indol acético, giberelinas y citoquininas, hormonas exdégenas que
estimulan la elongacion y division celular, acciones que impactan en el desarrollo
radicular y crecimiento de la plantula emergente (Aasfar et al., 2021).

Se observo un incremento en la germinacién de las semillas cuando son inoculadas
con la cepa A. vinelandii S4TA, seguido de la cepa A. vinelandii AEIV y en menor
medida la cepa A. chroococcum SM3.2, dichas cepas crecidas en condiciones de
deficiencia de hierro, los datos de este estudio concuerdan con lo reportado por
Sumbul y colaboradores en 2020, reportaron que la co-inoculacion de Azotobacter
con Azospirillum mejor6é significativamente el porcentaje de germinacién en
Dodonea viscosa bajo estrés salino. Diversos estudios reportaron las respuestas de
las semillas al ser inoculadas con Azotobacter sp, desde el aumento en las tasas de
germinacion, desarrollo de raices, numero y area de hojas, asi como la mejora en
la absorcién de nutrientes (Wani et al.., 2016).

Este estudio permitio explorar el efecto de la inoculacién bacteriana en el desarrollo
de las plantulas de rabano, se observo el incremento en la longitud de las plantulas

de rabano cuando son monoinoculadas con las cepas de A. chroococcum SM3.2,
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asi como las cepas de A. vinelandii AEIV y A. vinelandii S4TA, estos resultados
concuerdan con los reportados por Zayadan (2014), donde observaron que la
inoculacién con el consorcio entre Azotobacter sp y la microalga Chl. vulgaris,
presentaron una mayor tasa de germinacion del arroz y un aumento en la longitud
de los brotes en comparacion al control, sugiriendo que la mejora se debe al
aumento en la actividad de fijacion de nitrogeno, se postula que la fijacién de
nitrégeno por parte de A. vinelandii proporciona una fuente directa de nitrégeno
asimilable para las semillas y plantulas, que optimiza el crecimiento celular; de forma
similar, la produccién de la fitohormona acido indol acético promueve la elongacion
de la plantula y el desarrollo de raices como se observo en este proyecto. La
estimulacion del desarrollo de la plantula posterior a la germinacién concuerda con
lo observado en este trabajo, las plantulas que fueron inoculadas con las cepas de
Azotobacter sp presentaron un desarrollo mas pronunciado en comparacion con las
plantulas del tratamiento control, dicho desarrollo radica en una longitud mayor tanto
de la raiz como del desarrollo prominente de los cotiledones.

Para los resultados de la determinacién cualitativa de alquilresorcinoles, se
documentaron fotos en donde se observa que el aislado A. vinelandii S4TA
presentan una coloracion con mayor intensidad con respecto a las células de la
cepas A. vinelandii AEIV y A. chroococcum SM3.2, en trabajos como Segura 2009,
igualmente se tifieron quistes crecidos en dos medios, colonias crecidas en medio
con butanol y colonias crecidas en medio BS y se observd que la coloracion rojiza
se distribuy6 por la parte mas externa (exina) de la membrana celular, como ocurrio
en este estudio. Los resultados de la determinacion cuantitativa de
alquilresorcinoles, el aislado A. vinelandii S4TA presenta la mayor produccion (9.51
Mg alquilresorcinoles/mg proteina) con diferencia estadisticamente significativa con
respecto a las cepas A. vinelandii AEIV y A. chroococcum SM3.2. Los resultados en
ambas determinaciones de alquilresorcinoles, tanto cualitativa y cuantitativa,
concuerdan entre si, puesto que la coloracion intensa de la cepa A. vinelandii S4TA

confirma la producciéon mayor del metabolito en comparacion a las cepas restantes.

CONCLUSION
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Los aislados A. chroococcum SM3.2 y A. vinelandii S4TA producen catecoles y
azotobactina de forma similar a la produccion de la cepa A. vinelandii AEIV, en
condiciones de crecimiento con niveles 6ptimos de hierro, en deficiencia y ausencia
de hierro. De forma similar las tres cepas producen alquilresorcinoles, siendo la
mayor productora el aislado A. vinelandii S4TA.

La inoculacion de las semillas con cepas Azotobacter sp. crecidas en deficiencia de

hierro, promueven la germinacion y el crecimiento superior de las plantulas.

PERSPECTIVAS
Se plantean como las perspectivas de este estudio:
1. Evaluacion de la promocién de crecimiento de las plantas del rabano cuando
es mono inoculado con las cepas A. vinelandii AEIV, A. vinelandii S4TA y A.
chroococcum SM3.2; asi como todas las combinaciones de co-inoculaciones
con estas cepas, cuando las bacterias son crecidas en condicion de
produccion de sideroforos.
2. Evaluacion del potencial de los siderdforos producidos por estas cepas de
Azotobacter spp. como agentes de biorremediacion para disminuir la

contracion de metales pesados.
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