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Caracterizacion de Methylobacterium sp. (Methylorubrum sp.)
como Bacteria Promotora de Crecimiento Vegetal (PGPB) con

capacidad de biorremediacién

RESUMEN

El género Methylobacterium (Methylorubrum) esta compuesto por bacterias gramnegativas,
metilotréficas facultativas, capaces de metabolizar compuestos de un solo carbono como el
metanol (C1) y compuestos de multiples carbonos, por lo que se ha evidenciado que pueden
adaptarse a suelos contaminados y con deficiencia de nutrientes. Se ha demostrado que las
bacterias metilotréficas muestran atributos funcionales como Rizobacterias Promotoras del
Crecimiento Vegetal (PGPR); tolerancia al estrés abidtico, fijacion de nitrégeno, solubilizacion de
fosfatos, disminucién de la toxicidad a metales y la sintesis de fitohormonas. Por las
caracteristicas mencionadas anteriormente las bacterias metilotréficas son de gran interés para
la industria agricola y para la biorremediacidn. En este trabajo se determinaron caracteristicas
de interés agricola; y de biorremediacidn, a las cepas Methylobacterium UAPS01-23, aislada de
la rizosfera de Neobuxbaumia macrocephala presente en la Reserva de la Biosfera Tehuacan-
Cuicatldn y la cepa tipo Methylobacterium extorquens JCM2802. Los ensayos incluyeron
potencial PGPR por la solubilizacion de fosfatos y la produccién de indoles y sideréforos, el uso
de gasolina y diesel y la presencia del locus amiE, involucrado en la degradacion de
hidrocarburos. Ambas cepas mostraron actividad solubilizadora de fosfatos en el medio de
cultivo NBRIP. La determinacion de indoles mediante la técnica de Salkowski fue positiva en
ambas cepas, con un promedio de 6.366 pg/ml AIA para la cepa M. UAPS01-23 y 0.554 pg/ml
AIA para la cepa M. extorquens JMC2802. No detectamos produccién de sideréforos
determinada mediante el ensayo O-CAS en ninguna de las dos cepas. Se observé que tanto M.
UAPS01-23 como M. extorquens JCM2802 fueron capaces de sobrevivir en medio de cultivo con
gasolina o diesel a una concentracion de 300 ppm. Ambas cepas presentaron mayor crecimiento
en condiciones no metilotréficas; en medio con gasolina Methylobacterium UAPS01-23 presentd
una poblacién de 8.73 UFC/ml y M. extorquens JMC2802 con 8.09 UFC/ml; en medio de cultivo
con diesel 7.76 UFC/ml y 7.67 UFC/ ml respectivamente y en metanol 8.48 UFC/ml y 7.83
(condiciones metilotréficas). Se amplificé parcialmente el gen amiE, lo que corrobord la
presencia de este gen en el genoma de las cepas Metylobacterium UAPS01-23 y M. extorquens

JCM2802. El gen amiE codifica la enzima acilamida amidohidrolasa (amidasa alifatica) capaz de



hidrolizar las amidas de los anillos de compuestos aromaticos, componentes importantes de la
gasolina y diesel, lo que sugiere que el gen amiE se esta expresando cuando las cepas crecen en
presencia de estos hidrocarburos. Concluimos que Methylobacterium UAPSO1- 23 vy
Methylobacterium extorquens JCM2802 presentan propiedades bioquimicas que las perfila
como un modelo potencial para la promocién del crecimiento vegetal y como posibles

candidatas para la biorremediacién de hidrocarburos.



INTRODUCCION

El género Methylobacterium (Methylorurburm) estda compuesto de bacilos
gramnegativos, estrictamente aerobios, metilotréficos facultativos (Van Aken et al.
2004). El género Methylobacterium fue propuesto por Patt y colaboradores en 1976
como un género creado para albergar una Unica bacteria metilotréfica facultativa
pigmentada de color rosa Methylobacterium organophilum. En afios posteriores se
identificaron y se incluyeron varias especies en este género; sin embargo, el porcentaje
de similitud en la secuencia del gen 16S rRNA de las especies incluidas variaba del 92 al
100 %, lo que sitla a varias cepas fuera del limite aceptado de similitud dentro de una
misma especie (94 y 95 %) (Kelly et al. 2014; Green et al. 2018).

Distintos analisis filogenéticos (analisis del gen 16S RNAr, analisis de genes de
mantenimiento y genes de proteina ribosdmica, analisis de los genes mxaF y xoxF
involucrados en el metabolismo metilotréfico y del gen sga involucrado en ciclo de la
serina) realizados por Green y colaboradores (2018) mostraron un arbol filogenético
donde se dividio al género Methylobacterium en tres clados. El clado A contenia a
Methylobacterium spp. sensu estricto, incluyendo a la cepa tipo M. organophilum; el
caldo B incluyd a la cepa Methylobacterium extorquensy el clado C comprendid especies
en su mayoria no metilotréficas.

Ademas, en el mismo estudio se probaron distintas fuentes de carbono como medio
fenotipico. Se concluyd que el género Methylobacterium comprenderia a las especies
presentes en el clado A, con M. organophilum como cepa tipo; describiendo a las cepas
dentro del género como especies metilotréficas facultativas (capaces de utilizar metanol
como fuente de carbono), en su mayoria de pigmentacion rosada. Por otro lado, las
especies dentro del clado B se asignaron al nuevo género Methylorubrum, con M.
extorquens como especie tipo e incluyendo especies metilotréficas facultativas (capaces
de utilizar metanol y metilamina como fuente de carbono) de pigmentacion rosada
(Green et al. 2018).

Las colonias de Methylobacterium (Methyulorubrum) son generalmente rosadas debido
a la sintesis de carotenoides, aunque pueden ir desde el rosa palido al naranja brillante,
tanto en medio con sales y metanol como fuente de carbono, asi como en medios
formulados con compuestos organicos mas complejos (Patt et al. 1976; Van Dien et al.

2003; Green et al 2018). Methylobacterium (Methylorubrum) son organismos catalasa,
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oxidasa y ureasa positivos (Green & Bousfield 1983; Green et al 2018).

El género Methylobacterium se distribuye en una amplia variedad de entornos naturales
y artificiales, que incluyen suelo, aire, polvo, agua dulce y marina, sedimentos,
suministros de agua, sistemas de aire acondicionado y mamposteria (Van Aken et al.
2004). Ademas, Methylobacterium (Methylorubrum) establece diferentes asociaciones
con plantas hospederas, que incluyen ectosimbiosis y endosimbiosis (Dourado et al.
2015). Se ha reportado al género como parte del microbioma de la filésfera y rizésfera
de plantas, participando en el mantenimiento de la salud de su huésped y aumentando
el crecimiento al complementar los nutrientes (Kumar et al. 2019; Pandiyan et al. 2021).
Diferentes especies de Methylobacterium (Methylorurburm) presentan diversas
funciones ecoldgicas como mantener el equilibrio en el ciclo del carbono entre la planta
y el medio ambiente, aumentar la eficacia en la fijacidon de nitrégeno, mejorar la eficacia
en la adquisicidn de fosfato y mantener los mecanismos de tolerancia al estrés abiotico,

entre otros (Parasuraman et al. 2019).

Taxonomia

Methylobacterium (Methylorubrum) se encuentra dentro del dominio Bacteria, en el filo
Proteobacteria, clase Alphaproteobacteria, orden Hyphomicrobiales, dentro de la
familia Methylobacteriaceae (NCBI, 2023).

Actualmente el género Methylobacterium consta de 50 especies con alrededor de 2260
cepas sin clasificar al nivel de especie (NCBI, 2023). El género Methylorubrum consta de

11 especies (NCBI, 2023).

Methylobacterium

Methylobacterium adhaesivum Gallego et [Methylobacterium longum Knief et al. 2012
al. 2006 Methylobacterium marchantiae Schauer et
Methylobacterium aerolatum Weon et al. |al. 2011

2008 Methylobacterium mesophilicum Austin
Methylobacterium ajmalii Bijlani et al. and Goodfellow 1979

2021 Methylobacterium mesophilicum SR1.6/6

Methylobacterium aquaticum Gallego et [Methylobacterium nodulans Jourand et al.



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=333297&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=418708&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=2738439&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=270351&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=767694&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=600331&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&id=39956&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=908290&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&id=114616&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock

al. 2005

Methylobacterium brachiatum Kato et al.
2008

Methylobacterium brachythecii Tani

and Sahin 2013

Methylobacterium bullatum Hoppe et al.
2012

Methylobacterium cerastii Wellner et al
2012

Methylobacterium crusticola Jia et al.
2020

Methylobacterium currus Park et al. 2018
Methylobacterium dankookense Lee et al.
2013

Methylobacterium durans Kim et al. 2020
Methylobacterium frigidaeris Lee and Jeon
2018

Methylobacterium fujisawaense Green et
al. 1988

Methylobacterium gnaphalii Tani et al.
2012

Methylobacterium goesingense Idris et al.
2012

Methylobacterium gossipiicola Madhaiyan
et al. 2018

Methylobacterium gregans Kato et al.
2008

Methylobacterium haplocladii Tani and
\Sahin 2013

Methylobacterium hispanicum Gallego et

al. 2005

2004

Methylobacterium nodulans ORS 2060
Methylobacterium organophilum Patt et al.
1976

Methylobacterium oryzae Madhaiyan et al.
2007

Methylobacterium oryzae CBMB20
Methylobacterium oxalidis Tani et al. 2012
Methylobacterium persicinumKato et al.
2008

Methylobacterium phyllosphaerae
Madhaiyan et al. 2009

Methylobacterium phyllosphaerae JCM
16408

Methylobacterium phyllostachyos
Madhaiyan and Poonguzhali 2014
Methylobacterium platani Kang et al. 2007
Methylobacterium platani JCM 14648
Methylobacterium pseudosasicola
Madhaiyan and Poonguzhali 2014
Methylobacterium radiodurans Maeng et
al. 2021

Methylobacterium radiotolerans corrig. (Ito
and lizuka 1971) Green and Bousfield 1983
Methylobacterium radiotolerans JCM 2831
Methylobacterium segetis Ten et al. 2020
Methylobacterium soli Cao et al. 2013
Methylobacterium specialis
Methylobacterium symbioticum Pascual et
al. 2020

Methylobacterium tardumKato et al. 2008



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=269660&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=1176177&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=570505&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=932741&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=1697972&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=2051553&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=560405&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=2202825&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=2038277&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=107400&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=1010610&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=243690&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=582675&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=374424&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=1176176&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=270350&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=460265&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=410&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&id=334852&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=693986&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=944322&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=374426&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&id=418223&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=1295137&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=1295137&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=582672&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&id=427683&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=1295136&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=582667&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=2202828&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&id=31998&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=426355&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=2488750&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=553447&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=411&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=2584084&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=374432&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock

Methylobacterium indicum Chaudhry et al.
2016

Methylobacterium iners Weon et al. 2008
Methylobacterium isbiliense Gallego et al.
2005

Methylobacterium jeotgali Aslam et al.
2007

Methylobacterium komagatae Kato et al
2008

Methylobacterium komagatae DSM
19563

Methylobacterium tarhaniae Veyisoglu et
al. 2013

Methylobacterium terrae Kim et al. 2019
Methylobacterium thebainfresser
Methylobacterium thuringiense Wellner et
al. 2013

Methylobacterium trifolii Wellner et al.
2013

Methylobacterium variabile Gallego et al.

2005

Tabla 1. Especies (50) que integran el género Methylobacterium.

Methylorubrum

Methylorubrum aminovorans Green and
rdley 2018

Methylorubrum extorquens (Urakami and
Komagata 1984) Green and Ardley 2018
Methylorubrum extorquens AM1
Methylorubrum extorquens CM4
Methylorubrum extorquens DM4
Methylorubrum extorquens DSM 13060
Methylorubrum extorquens PA1
Methylorubrum podarium (Anesti et al.
2006) Green and Ardley 2018
Methylorubrum populi (Van Aken et al.
2004) Green and Ardley 2018
Methylorubrum populi BJ0O1
Methylorubrum pseudosasae (Madhaiyan
and Poonguzhali 2016) Green and Ardley
2018

Methylorubrum rhodesianum Green and
Ardley 2018

Methylorubrum rhodinum Green and
Ardley 2018

Methylorubrum rhodinum JCM 2811
Methylorubrum salsuginis (Wang et al.
2007) Green and Ardley 2018
Methylorubrum suomiense (Doronina et al.
2002) Green and Ardley 2018
Methylorubrum thiocyanatum ) Green and
Ardley 2018

Methylorubrum thiocyanatum JCM

10893

Methylorubrum zatmanii (Green et al.

1988) Green and Ardley 2018

Tabla 2. Especies (11) que integran el género Methylorubrum.
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=440085&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock%22%20/o%20%22strain
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=661410&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock%22%20/o%20%22strain
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=882800&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock%22%20/o%20%22strain
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=419610&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock%22%20/o%20%22strain
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=200476&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock%22%20/o%20%22species
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&id=223967&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock%22%20/o%20%22species
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=441620&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock%22%20/o%20%22strain
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=582670&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock%22%20/o%20%22species
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=29427&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock%22%20/o%20%22species
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&id=29428&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock%22%20/o%20%22species
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=1236969&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock%22%20/o%20%22strain
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=414703&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock%22%20/o%20%22species
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=144191&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock%22%20/o%20%22species
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&id=47958&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock%22%20/o%20%22species
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=1236972&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock%22%20/o%20%22strain
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=1236972&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock%22%20/o%20%22strain
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=29429&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock%22%20/o%20%22species

Bioquimica

Las bacterias metilotréficas utilizan sustratos de carbono reducido que no contienen
enlaces carbono-carbono (como metanol y otros compuestos metilados) como Unica
fuente de carbono y energia (Chistoserdova et al. 2009). Methylobacterium
(Methylorubrum) pertenece a este grupo siendo bacterias metilotroficas facultativas
capaces de utilizar fuentes de carbono comunes como carbohidratos, u oxidar una
variedad de compuestos de un solo carbono, incluidos el metanol y el formaldehido o
compuestos de multiples carbonos como el acetato, el etanol y la etilamina (Cy), el
piruvato (Cs), el succinato (Cs4), como fuentes de carbono y energia. Cabe resaltar que
Methylorubrum se diferencia de Methylobacterium por la capacidad de utilizar la
metilamina como fuente de carbono (Smejkalova et al. 2010; Kumar et al. 2016; Green
et al. 2018). Por lo tanto, mientras Methylobacterium (Methylorubrum) estimula el
crecimiento de la planta huésped, puede recibir y utilizar compuestos de un solo
carbono (metanol) como fuente de carbono estable. En contraste, muchos otros
microorganismos tienen requisitos de habitat mas complejos y dependen de fuentes de
nutrientes mas complejas (Ce), sujetos a una mayor competencia. Este atributo puede
resultar ventajoso para las metilobacterias en regiones con un clima desafiante, baja
fertilidad del suelo y con recursos limitados (Abanda-Nkpwatt et al. 2009; Palberg et al.
2022). Algunas bacterias incluido el género Methylobacterium (Methylorubrum)
(Morohoshi et al. 2016) pueden utilizar amidas alifaticas de cadena corta para degradar
compuestos orgdnicos y obtener la fuente de nitrogeno y de carbono, en virtud de su
capacidad para hidrolizar amidas a amoniaco y al acido organico correspondiente

(Skouloubris et al., 2001).

Genética

Las bacterias metilotréficas presentan los_genes mox que codifican proteinas
responsables de la oxidacion del metanol (Zhang et al. 2005). El gen mxaF esta altamente
conservado entre las especies metilotréficas lejanamente relacionadas, ya que los

cambios en la secuencia de mxaF pueden resultar en una disminucidn de la eficiencia de
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la enzima metanol deshidrogenasa (MHD) necesaria para oxidar el metanol (Lau et al.
2013; Dourado et al. 2015). Asi mismo, el gen xoxF codifica una enzima metanol
deshidrogenasa alternativa, que cataliza la oxidacién del metanol a formaldehido (Chu
et al. 2016). Por lo que la secuencia del gen mxaF y el gen xoxF puede usarse como
herramienta genética para caracterizar especies de Methylobacterium a partir de

muestras ambientales (Kist et al. 2013).

Rizobacterias Promotoras del Crecimiento Vegetal (PGPR)

La microbiota vegetal se compone de comunidades de microorganismos diversos, estos
microorganismos colonizan todos los tejidos vegetales accesibles. Las Rizobacterias
promotoras del crecimiento vegetal (PGPR) asociadas a las plantas les confieren ventajas
como el incremento del crecimiento vegetal, la absorcion de nutrientes, la tolerancia al
estrés y la resistencia a los patégenos (Trivedi et al. 2020). Las PGPR forman parte de la
microbiota vegetal y pueden colonizar y proliferar dentro del entorno de la rizosfera. La
rizosfera se define como el area del suelo que rodea inmediatamente a la raiz, que esta
directamente influenciada por los exudados de la raiz de la planta (Santoyo et al. 2021;

Berendsen et al. 2012).

Acido Indolacético

Las fitohormonas son moléculas pequefias derivadas del metabolismo secundario de las
plantas, que influyen en sus procesos fisioldgicos en concentraciones muy bajas. Son
responsables de su adaptacion a los estimulos ambientales y se encargan de regular el
crecimiento, desarrollo, procesos reproductivos, longevidad e incluso la muerte de las
plantas (Su et al. 2017).

Las hormonas vegetales mds estudiadas son las auxinas, el &acido abscisico, las
citoquininas, la giberelina de etileno y los brasinoesteroides (Dilworth et al 2017). Las
auxinas actuan principalmente en la elongacién del tallo al promover el crecimiento
celular y son reguladores claves en las vias de respuesta de las plantas ante diversos
estimulos ambientales (Jiang et al. 2017). Los miembros naturales del grupo de las
auxinas incluyen al acido indol-3-acético (AlA), el acido indol-3-butirico (IBA) y el acido

4-cloro-indol-3-acético (4-Cl-IAA) (Dilworth et al. 2017; Yamaguchi et al 2010).
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La produccion de acido-3-acético (AIA) no esta limitada a las plantas, diversos géneros
bacterianos son capaces de sintetizar este compuesto, incluidas bacterias del suelo,
epifitas y colonizadoras de tejidos. Inclusive, se ha propuesto que el 80 % de las bacterias
de la rizosfera son capaces de producir AIA (Patten et al. 1996; Vega-Celedon et al.
2016). En las bacterias se han descrito cinco vias de sintesis del AIA dependientes de
triptéfano, como la via de la indol-3-acetamida (IAM), triptamina (TAM), oxidasa de
cadena lateral de Trp (TSCO), acido indol-3-pirtvico (IPyA) e indol-3-acetonitrilo (IAN); y
la via fosfato de indol-3 glicerol o indol independiente del triptéfano (Hernandez-

Mendoza et al. 2021).

Solubilizacién de fosfato inorganico

El fésforo (P) es un macronutriente necesario para el crecimiento y desarrollo de las
plantas. A nivel celular el fésforo se ve involucrado en una amplia gama de procesos
metabdlicos, especificamente, la sintesis de acidos nucleicos y la generacién de ATP,
también constituyen el esqueleto estructural de otras biomoléculas como NADPH,
fosfolipidos y azucar-fosfatos para el metabolismo primario y secundario de las plantas.
(Bechtaoui et al. 2021). EI P no solo cumple un papel estructural, sino que también tiene
una funcién reguladora en el metabolismo del carbono vegetal, la transferencia de
energia, la transformaciéon de azlcares y almidones; asi como el movimiento de
nutrientes (Thuynsma et al. 2016).

El suelo posee fosforo total en forma de compuestos orgénicos e inorgdnicos que en su
mayoria no estan disponibles para las plantas (Kalayu, 2019). La solubilizacién de fosfato
inorganico es uno de los principales mecanismos de promocién del crecimiento vegetal
de las PGPR asociadas a plantas (Oteino et al. 2015). Los microorganismos
solubilizadores de fosfato liberan enzimas fosfatasas y acidos orgéanicos, reduciendo el
pH del suelo y aumentando las actividades de quelacién en sitios de absorcidon de
fosforo, asi las bacterias son capaces de solubilizar los complejos de fosfato inorganico
insolubles como el fosfato tricalcico, fosfato dicalcico, hidroxiapatita y fosfato de roca,
convirtiéndolos en ortofosfato que esta disponible para la absorcidn y utilizacion de las

plantas (principalmente PO4*, HPO4% y H,PO%) (Tian et al. 2021).
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Sideréforos

Los siderdforos son metabolitos secundarios producidos por microorganismos en
condiciones de limitacidn de hierro que mejoran su capacidad de absorcidn, en el medio
ambiente la forma férrica del hierro es insoluble y no disponible a pH fisioldgico (Saha
et al. 2016). En estas condiciones, los microorganismos sintetizan sideréforos que tienen
una gran afinidad por el hierro férrico, estos complejos hierro férrico-sideréforo son
transportados al citosol, donde el hierro férrico (Fe (Ill)) se reduce a hierro ferroso (Fe
(1)), que es la forma accesible de Fe para los microorganismos (Saha et al. 2016;
Prabhakar, 2020).

El hierro (Fe) es esencial para muchos procesos vegetales, incluida la fotosintesis. El Fe
forma parte del fotosistema |, del complejo citocromo b6fy del fotosistema ll, y los iones
Fe también son necesarios para la sintesis de clorofila y el funcionamiento general del
aparato fotosintético (Ganz & Nemeth, 2015; Briat et al. 2015). Ademas, otras proteinas
y complejos proteicos implicados en el transporte de electrones durante la fotosintesis
en cloroplastos y la fosforilacion oxidativa en mitocondrias son Fe-dependientes. El Fe
también sirve como cofactor en la sintesis de muchas hormonas vegetales, como el
etileno y el 1-aminociclopropano-1-carboxilato (Timofeeva et al 2022).

Algunas PGPR son capaces de producir sideréforos, que como ya se ha mencionado es
un activo importante para proporcionar a la planta la cantidad necesaria de hierro
(Shukla, 2019). Dependiendo de su naturaleza quimica, los sideréforos bacterianos se
clasifican en catecolatos, fenolatos, hidroxamatos, carboxilatos y sideréforos de tipo
mixto (su estructura se compone de dos o tres clases simultdneamente) (Ustiatik et al.

2021).

Biorremediacion

La biorremediacion es una tecnologia que utiliza procesos microbianos ecoldgicos, asi
como el metabolismo de algunas especies vegetales, para solventar el problema de la
contaminacion ambiental. En este proceso los microorganismos adaptados a los
ambientes contaminados presentan la capacidad tolerar y crecer en presencia de éstos,
que posteriormente convierten una amplia variedad de sustancias quimicas tdxicas en

formas no téxicas (Singh et al. 2020).
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La contaminacién ambiental causada por hidrocarburos, pesticidas, especialmente el
petroleo y sus derivados son motivo de gran preocupacién porque son téxicos para la
mayoria de las formas de vida (Srivastava et al. 2019). Durante los procesos y las
actividades que se realizan en la industria del petrdleo, se puede generar contaminacion
ambiental en cualquiera de tres partes que integran este proceso industrial. La primera
etapa, Upstream se refiere al origen del petréleo, su exploracidn y extraccion. El proceso
Midstream se refiere al transporte de petréleo crudo y Downstream describe los
procesos de refinacidén para producir diferentes productos utilizables, como gasolina,
diésel, combustible para aviones y otros productos petroquimicos (Hidalgo et al. 2020).
Los hidrocarburos de petréleo se pueden dividir en cuatro categorias segun su
estructura quimica: saturados, aromaticos, asfaltenos y resinas (Han et al. 2018). Estos
hidrocarburos al contaminar diversos ambientes dafian a muchas formas de vida

presentes en el sitio (Truskewycz et al. 2019).

ANTECEDENTES

Los géneros bacterianos mas estudiados como PGPR incluyen a Rhizobium,
Pseudomonas, Bacillus. Adicionalmente se han estudiado muchos otros géneros, entre
ellos Acetobacter, Azospirillum, Paenibacillus, Serratia, Burkholderia, Herbaspirillum,
Rhodococcus, y Methylobacterium (Methylorubrum) (Patel et al. 2021; Backer et al.
2018).

La cepa Methylobacterium sp. 2A aislada de plantas de papa Solanum tuberosum actua
como una rizobacteria promotora de crecimiento vegetal bajo condiciones adversas,
como la salinidad y es un agente de control biolégico en contra de Phytophthora
infestans, Botrytis cinerea y Fusarium graminearum. Methylobacterium sp. 2A produce
acido indolacético (AlA), solubiliza el fosfato mineral y es capaz de crecer en un medio
libre de nitrégeno (N2). En el genoma de Methylobacterium sp. 2A se encontraron genes
atribuibles a los rasgos promotores de crecimiento vegetal (PGP). Se identificaron los
genes trpA-G que codifican las cinco enzimas involucradas en la biosintesis de L-
triptéfano; ademads se identificaron los genes que codifican los reguladores tipo sistema

de dos componentes NtrBC y NtrXY, involucrados en la fijacidon de nitrégeno. También,
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se identificaron los genes que expresan las enzimas de las dos vias de biosintesis de IAA};

la via de indol-3-acetamida (IAM) y la de indol-3-acetonitrilo (IAN) (Grossi et al. 2020).

Cepas del género Methylobacterium spp., aisladas de muestras de hojas de Cajanus
cajan, Sachharum officinarum, Brassica juncea, Solanum tuberosum y Raphanus sativus
de campos agricolas en Mau, India, mostraron ser promotoras del crecimiento vegetal
en plantas de trigo (Triticum aestivum). Se probaron los filtrados del cultivo de estas
cepasy se observo que mejoraron del 5 al 18% la germinacion de semillas de T. aestivum.
También se evalud el indice de vigor de las semillas, se observé que los filtrados
incrementaron este valor entre un 20% y 40% en comparacion al control y los niveles de
citoquinas producidos por las cepas bacterianas oscilaron entre 1,09y 9,89 Ig ml-1 en el

filtrado del cultivo (Meena et al. 2011).

La cepa Methylobacterium UAPS01-23 se aisl6 de la rizosfera de la cactacea
Neobuxbaumia macrocephala presente en la Reserva de la Biosfera Tehuacan-Cuicatlan.
Se identificé a Methylobacterium UAPS01-23 como bacteria metilotréfica, mediante la
hibridacion con los genes mxaF y xoxF, genes involucrados en el metabolismo

metilotrofico (Bustillos-Cristales et al. 2017).

Las bacterias metilotréficas se asocian cominmente con las plantas y ejercen efectos
positivos. Estas respuestas se han atribuido a diferentes mecanismos como Ia
solubilizacion de fosfato inorgéanico, la disminucién de la toxicidad de los metales, la
activacion de las defensas de las plantas, y la sintesis de moléculas que incluyen
fitohormonas y sideréforos (Madhaiyan et al. 2010; Madhaiyan et al. 2009; Pigoleva et
al. 2009).

Por otra parte, los géneros bacterianos mas estudiados como biodegradadores de
hidrocarburos aromaticos incluyen a Acinetobacter sp., Pseudomonas sp., Ralstonia sp.
y Microbacterium sp. (Abatenh et al. 2017). También, el género Methylobacterium es
capaz de degradar hidrocarburos, como lo reporta Vasconcellos y colaboradores (2009),
que aislaron e identificaron a una cepa de Methylobacterium sp. capaz de degradar
dihidrofenantreno vy fitano, estas bacterias son aerobias y se recuperaron de muestras

de aceite de pozos de produccién en la Plataforma Pampo, Cuenca de Campos (Macaé,
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RJ, Brasil).

La cepa Methylobacterium mesophilicum RD1 aislada de una muestra de suelo de un
taller de automaviles en Orile-lganmu, Lagos (Nigeria) es capaz de utilizar el aceite de
motor usado como Unica fuente de carbono y energia. Después de 12 dias de incubacidén
la cepa M. mesophilcum RDI eliminé el 61.2 % del contenido residual de aceite de motor
usado y a los 21 dias se eliminé el 89.5 % del mismo. También, degradé diversos

hidrocarburos, incluidos los aromaticos policiclicos (Salam et al. 2015).

La cepa Methylobacterium sp. BJOO1 aislada de Populus deltoides x nigra DN34, es capaz
de degradar los explosivos  todxicos como trinitrotolueno (TNT),
ciclotrimetilentrinitramina  (RDX) y  ciclotetrametilentetranitramina (HMX).
Methylobacterium sp. BJ001 fue incubada por un periodo de 55 dias y se observé la
mineralizaciéon del RDX en un 58,0 % y el 61,4 % del HMX. La cepa BJOO1 produjo
derivados reducidos del ADNT y DANT, lo que indica que reduce los explosivos. Es
importante destacar que Methylobacterium sp. BJOO1 se aislé de tejidos de dlamos no
expuestos previamente a TNT, RDX o HMX. Por lo que, su capacidad para transformar
explosivos no es el resultado de una presidn selectiva proveniente de la exposicion a

contaminantes energéticos (Van Aken et al. 2004).

Amidasa Alifatica (AmiE)

La enzima amidasa alifatica pertenece a la superfamilia nitrilasa que generalmente
forma homodimeros, esta superfamilia contiene hidrolasas que rompen los enlaces
carbono-nitrégeno (Lu et al. 2020). Estas proteinas participan en el metabolismo de
vitaminas y coenzimas, en la desintoxicacion de moléculas pequefias, en la sintesis de
moléculas de sefializacion y en la modificacion postraduccional de proteinas (Ham et al
2021; Fu et al. 2014). La aplicacidn biotecnoldgica de la familia de las nitrilasas incide en
varias industrias entre ellas, la remediacién de cianuro y el tratamiento de efluentes

téxicos (Lu et al. 2020).

La enzima AmiE forma parte de la superfamilia de las hidrolasas, y esta relacionada con
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el proceso de degradacion de hidrocarburos aromaticos (Joshi et al. 2017; Luo et al.

2021). La enzima amidasa alifatica cataliza la siguiente reaccion (BRENDA: EC3.5.1.4):

NH,
Rl/\rr + HO OH + NH,

0

Figura 1. Reaccion catalizada por la enzima amidasa alifatica. Una amida de acido monocarboxilico + H20

= un monocarboxilato + NH3

La enzima amidasa alifatica estd involucrada en las siguientes vias: metabolismo de la
arginina, prolina, fenilalanina y triptéfano (BRENDA:EC3.5.1.4). También, esta enzima
esta involucrada en la degradacion de compuestos aromaticos que contienen nitréogeno
como aminobenzoatos, estireno y acrilonitrilo I, en diversos ambientes donde estan
presentes estos compuestos organicos aromaticos (KEGG DATABASE: EC 3.5.1.4). Y
finalmente la amidasa alifatica también participa en la biosintesis acido indolacético
(AIA), de indol-3-acetato Il, biosintesis de indol-3-acetato Il (bacterias), biosintesis de

indol-3-acetato IV (bacterias) (MetaCyc: EC 3.5.1.4).

JUSTIFICACION

La agricultura intensiva y las variedades vegetales de alto rendimiento utilizan una gran
cantidad de fertilizantes quimicos. Los fertilizantes sintéticos son costosos, daiiinos para
la salud y la nutricién del suelo, perjudicando la fertilidad y biodiversidad (Singh et al.
2021). Como alternativa a esta problemdtica se han tomado en cuenta a los
biofertilizantes, que consisten en biomasa viva o células latentes de cepas microbianas
eficaces, los cuales se activan a través de las interacciones con la rizosfera, aumentando
asi la disponibilidad de nutrientes para las plantas (Ginni et al. 2020). Muchos de los
microorganismos que se utilizan normalmente como biofertilizantes, incluyen a las

cianobacterias fijadoras de nitrégeno (Anabaena), a las PGPR (Rhizobium, Azotobacter,
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Azospirillum) y a las bacterias solubilizadoras de fosfatos (Pseudomonas spp.). Del
mismo modo, los microorganismos celuloliticos y las bacterias productoras de
fitohormonas (auxinas) también se utilizan en la formulacién de biofertilizantes (Kaur,
2022).

Cabe resaltar que en México se usa indiscriminadamente los fertilizantes quimicos en la
practica agricola. Ademds, existen extensas areas de suelos contaminados por
hidrocarburos, debido a las tareas de exploracidn, refinacién, falta de mantenimiento y
robo de combustible. La tendencia de este tipo de desastres acontece principalmente
en las zonas rurales, teniendo mayor efecto en las poblaciones dedicadas a la agricultura
(Cavazos-Arroyo et al. 2014).

La introduccién de hidrocarburos de petréleo en un entorno pristino cambia
inmediatamente la naturaleza de ese entorno. Los hidrocarburos introducidos matan o
inhiben muchas especies microbianas, las plantas expuestas a hidrocarburos se ven
afectadas por la toxicidad directa, en consecuencia, se limita las formas de vida de orden
superior en estos habitats, alterando asi el ecosistema (Truskewycz et al. 2019). Por lo
que la biorremediacién como método de recuperacion para el tratamiento de ambientes
contaminados con petroéleo ha sido ampliamente adaptada y considerada como una de
las mejores tecnologias (Singh & Chandra, 2014).

Debido a lo mencionado anteriormente, en este trabajo se plantea demostrar si
Methylobacterium (Methylorubrum) sp. posee capacidades bioquimicas promotoras del
crecimiento vegetal y si es una bacteria capaz de tolerar la presencia de productos

petrogénicos como lo es el diesel y la gasolina.

OBJETIVOS

1. Evidenciar las capacidades bioquimicas tipo PGPR de Methylobacterium
(Methylorubrum) sp. mediante la produccién 4acido indol-3-acético (AlA) y
sideréforos, asi como la capacidad de solubilizar fosfatos.

2. ldentificar in sillico los genes que codifican las enzimas involucradas en la

degradacion de hidrocarburos y su amplificacion.
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3. Probar con ensayos en medio de cultivo la supervivencia de las cepas
Methylobacterium UAPS01-23 y Metylobacterium extroquens JCM2802 con

hidrocarburos (gasolina y diesel) como Unica fuente de carbono.

MATERIAL & METODOS

Las cepas Metylobacterium extroquens JCM2802 y Methylobacterium UAPS01-23
fueron proporcionadas por el Laboratorio de Ecologia Molecular Microbiana del
Centro de Investigaciones en Ciencias Microbioldgicas del Instituto de Ciencias de la
Benemérita Universidad Auténoma de Puebla (BUAP). Las cepas fueron sembradas
en medio GP que contenia (1-L): peptona de caseina 10 g/litro, glicerol 10 g/litro y
agar 16 g/litro y en medio minimo MMS (1-L): KoHPO4 1.2 g, KH2PO4 0.62 g, CaCly
6H,0 0.05 g, MgS04 0.20 g, NaCl 0.10 g, FeCls 6H,0 1.0 pg, (NH4)2S04 0.5 pg, CuSOs
5 ug, MnSO4 10 pg, NaMoO4 2H,0 10 ug, H3BOs 10 ug, CoCl; 6H,0 5 ug, ZnSO4 7H,0
70 pg, 0.5% metanol. Se incubaron a 30°C durante 5 dias en el caso de ser utilizado
el medio GP y por 7 dias con medio minimo. La cepa Pseudomonas putida KT2440
utilizada como control positivo fue proporcionada por el Laboratorio de
Microbiologia Molecular Microbiana (BUAP). La cepa se sembré en medio Citrato de

Simmons y se incubd a 30°C durante 24 horas.

Capacidades bioquimicas tipo PGPR

Determinacion de indoles

La determinacion de indoles se realizé mediante la técnica de Salkowski (Gordon &
Weber 1951; Glickmann & Deassaux 1995). Se realizaron tres experimentos
independientes, por duplicado. Se estableci6 un pre-indculo de las cepas
Methylobcterium UAPS01-23, M. extorquens JCM2802 y P. putida KT2440 (control
positivo) en tubos con 5 ml de medio liquido King B, utilizando como control negativo
medio sin inocular, se incubaron en agitacién a 150 rpm y 30°C durante 72 horas.
Transcurrido el tiempo de incubaciéon se midié la densidad dptica a 540 nm y se
inocularon matraces con 25 ml de medio King B, con un volumen de pre-indculo de 0.01

A (540 nm) utilizando la formula V1C1 =V2C2 :
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_(25mi)(0.01 A)
" Densidd 6ptica

La determinacion de indoles se realizé a las 72 y 96 horas de incubacidn. Se tomé una
muestra de 1 ml del medio de cultivo en tubos eppendorf y se centrifugd a 13000 rpm
por 5 minutos. Posteriormente se tomaron 500 microlitros de sobrenadante y se colocd
en tubos de vidrio para agregar 500 microlitros de reactivo PC e incubar durante 30
minutos en oscuridad a temperatura ambiente. Finalmente se midio la absorbancia de
la reaccion a una longitud de onda de 540 nm utilizando como blanco 500 microlitros de
H20 y 500 microlitros de reactivo de PC. Para la determinacion de la concentracidn se
interpolaron las lecturas en una curva estandar de acido indolacético.

La formulacion del medio liquido King B en un litro fue la siguiente: Peptona de caseina
20g, K;HPO4 1.15g, MgS04 1.5g, Glicerol 1.5% y triptdfano 0.1g.

La formulacién del reactivo PC fue la siguiente: FeClz 0.5 M y HCIO4 (37%).

Solubilizacion de Fosfatos

Para determinar la capacidad solubilizadora de fosfatos inorgdnicos de las cepas de
estudio, se utilizd el medio de crecimiento microbiolégico NBRIP (Shekhar,1999). Se
realizaron tres experimentos independientes, por duplicado. Las cepas P. putida KT2440
(control positivo), M. extroquens JCM2802 y Methylobacterium UAPS01-23 se cultivaron
en medio liquido King B (en tubos Falcon con 5 ml de medio liquido) y se incubaron
durante 24 horas en el caso de P. putida KT2440 y 48 horas para las cepas
Methylobacterium en una incubadora orbital a 150 rpm y 30°C. Se tomaron 500 pl de
cada muestra y se centrifugaron a 13,000 rpm durante 5 minutos, se retird el
sobrenadante y los pallets se resuspendieron con 500 pl de sulfato de magnesio (MgSQ0a)
10 mM. Posteriormente se inocularon 20 microlitros de la suspension celular en placas
de medio sélido NBRIP (1L): MgCl, 6H,0 5g, MgS04 H,0 0.25g, KCL 0.2g, NH4SO4 0.1g,
Ca3(P0a); 6g, Glucosa 9g, Azul de Bromotimol 6 ml a pH 7. Finalmente se midid la
formacién del halo a los 7 dias de incubacion con el programa IMAGE).

Produccidn de sideréforos

Para evaluar la produccién de sideréforos se realizé el ensayo O-CAS modificado (Pérez-
Miranda et al. 2007). Se realizaron tres experimentos independientes, por duplicado. P.
putida KT2440 (control positivo), M. extroquens JCM2802 y Methylobacterium UAPSO1-

23 se cultivaron en medio liquido King B con H20 pisa (en tubos con 5 ml de medio
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liquido) y se incubaron en agitacién a 150 rpm y 30°C durante 72 horas. Para normalizar
el inoculo en el medio sélido King B (con H,0 pisa) se aplicé la formula V1€1 = V2C2

V1= (20 ul)(0.5 4)
" Densidad bptica

El medio King B sélido inoculado se incubé a 30°C por 7 dias. Para evidenciar la
produccién de sideréforos se realizé el protocolo de doble capa con el colorante cromo
azurol, la formulaciéon de la capa para superposicidn contiene (1L): Cromo azurol S (CAS)
60.5 mg, bromuro de hexadeciltrimetilamonio (HDTMA) 72.9 mg, Piperazina-1,4-bis
(4cido 2-etanosulfénico) (PIPES) 30.24 g, agarosa 9 g (0.9 %, p/v) como agente gelificante
y adicionar 10 ml de la solucién FeCls 1 mM - 6H,0 (0.016 g) con HCl 10 mM (Perez-
Miranda et al. 2007).

Capacidad para biorremediacién de hidrocarburos

Supervivencia a hidrocarburos in vitro

Para determinar si las cepas eran capaces sobrevivir en presencia de hidrocarburos, el
medio se formuld con los hidrocarburos como Unica fuente de carbono, se establecieron
tres tratamientos: 1) Tratamiento con gasolina; 2) Tratamiento con diesel; 3)
Tratamiento fuente de carbono dptima (TFCO); en el caso de P. putida KT2440 se utilizd
glicerol y para las cepas del género Methylobacterium (Methylorubrum) metanol. Se
realizaron tres experimentos independientes, por triplicado. Con las cepas
Methylobacterium UAPS01-23, M. extorquens JCM2802 y P. putida KT2440 se establecid
un pre-inoculo en tubos con 5 ml de medio liquido GP y se incubaron en agitacion a 150
rpm y 30°C durante 72 horas. Se inocularon matraces con 25 ml de medio MMS (con la
fuente de carbono correspondiente) con 300 ppm de gasolina para el tratamiento 1),
300 ppm de Diesel para el tratamiento 2) y para TFCO lo estipulado por la formulacién
del medio MMS. La concentracién esta en el rango tipico utilizado en pruebas legales de
biodegradacion, por la Organizacién de Cooperacion Econdmica y Desarrollo (OECD,
1992). Para igualar la poblaciéon de los tres tratamientos se midié la densidad dptica a
540 nm, se empled un volumen de pre-indculo con una densidad 6ptica 0.005 A,
aplicando la féormula V1€1 = V2C2

_(25ml)(0.005)

Vl=—"77"—F——
Densidad optica
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Finalmente se cuantificé a la poblacién a las 0, 24, 48, 72 y 96 horas mediante la técnica

Drop-Plate (Herigstad et al. 2001).

Busqueda in silico del gen amiE

Se buscé de forma bibliografica los genes involucrados en la degradaciéon bacteriana de
hidrocarburos aromaticos. En la plataforma NCBI se buscd al gen amiE, involucrado en
la degradacién de hidrocarburos aromaticos, en Methylobacterium (Methylorubrum) y
se realizé un BLAST de nucledtidos entre las secuencias contenidas en esta plataforma

del gen amiE en este género.

Disefio de oligonucledtidos

Se empled el programa Primer designing tool — NCBI para el disefio de los
oligonucledtidos, se utilizé la secuencia de nucledtidos del gen amiE de la cepa
Methylorubrum extorquens DM4 (No. FP103042.2), tamafio del gen 1053 pb (Figura 2)
y el producto que codifica es la enzima acilamida amidohidrolasa (amidasa alifatica)

(CAX25806.1).

1 ttagcgcggg tcgggtggge cttcgccctt geccgacgaag gggatgccct cgatcggaca
61 ttcctcggtg ccgacgctgg agcgggtgat ggcgcgcacc gcecgtcgcggg tgccgtcggg
121 gtcctcgatc cagcggcggt agaagtcgta ggggcattcc gacatcccgt gccggttcte
181 cttcgagttg atcatgccgg tgtagccgcg gtgcagcagc ttgaagaggt ggttctccga
241 ctggccgtgg gcgcggaaat cgcggatcag gaacttcgag agtgcggegt actgaatgcce
301 catctcctcc tcgccgcact cgcccagcegt ccgaccgtcg aagccgatga tcgccgagtg
361 tccgaaatag ctgtagacgc cgtcgaagcc ggcggcgttg gcgactgcta cgtaggtatt
421 gttggcgaat gccatcgcct ttgagatcag aacctgctgt tccttggccg gatacatgta
481 gccctggcag cggatgatga gttcggecgecc gcgcatcgecg cagtcgcgecc agatctcggg
541 atagttgccg tcgtcgcaga tgatcaggct gatcttgagg cccttcggtc catccgagac
601 gtaggtgcgg tcgccgggat accagccctc gatcggggtc cagggcatga tcttgcggta
661 cttctgcacg atctcgccct ggtcgttcat caggatgagc gtgttgtagg gagctttgeg
721 cggatgctcc tcgtgacgct cgccggtgag cgagaacacg ccccagacct tggccttgeg
781 gcaggcgtcg gcgaagatgt cggtctccgc accggggatg gaggaggcgg tctcgtacat
841 ctcgcccgeg tcgtacatga tgccgtgggt cgagtattcg gggaagatca cgagatcgag
901 gcccggcaga ccggccttca tcccgatgat catgtcgccg atcttcttgg cgttttccaa
961 cacctcggcce ttggtgtgca gccggggcat cttgtagttc acgacggcga cgccgacgcet
1021 gtcctgactc gacgagatat caccgtgcat cat

Figura 2. Secuencia del gen amiE de la cepa Methylorubrum extorquens DM4. Color gris abarca la

regidn conservada del gen (953 pb).

Los oligonucledtidos que se disefiaron a partir de la regidén conservada del gen amiE.
Para ellos se analizaron 28 secuencias de Methylobacterium (Methylorubrum)
depositadas en la plataforma NCBI identificando regiones conservadas del gen. Los
oligonucledtidos permitieron la amplificacion de un producto de 756 pb. El
oligonucledtido iniciador hacia adelante (Foward) abarcé desde 50 pb hasta 200 pb, el

oligonucledtido iniciador reverso (Reverse) abarcé desde 853 pb hasta 950 pb del gen.
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Oligonucleétido amiEF: 5° GTA GGG GCA TTC CGA CAT CC 3’

Longitud 20 Pureza NO NanodropA(260) | 60.601
Volumen 500 OD’s totales | 22.4 Conc. (pg/pl) 1.48
(1)

C+G (%) 60.00 Tm (1) 68.2 Tm (2) 64.0
p.m 6600 picomol/ul 224.0

Tabla 3. Caracteristicas del oligonucleétido amiEF

Oligonucleétido amiER: 5’ GGC CTC GAT CTC GTG ATC TTC 3’

Longitud 21 Pureza NO NanodropA(260) | 73.166
Volumen 500 OD’s totales | 26.63 Conc. (pg/pl) 1.76
(1)

C+G (%) 57.14 | Tm(1) 68.1 Tm (2) 66.0
p.m 6930 picomol/ul 253.7

Tabla 3. Caracteristicas del oligonucleétido amiER

Los oligonucledtidos se prepararon para tener una concentracion de 10 puM= 10
pmol/pL.

Extraccion de DNA

Para la extraccidon de DNA de las cepas Methylobacterium UAPS01-23 y M. extorquens
JCM2802 se sembraron cuatro placas de cada cepa en medio MMS y se incubaron
durante 7 dias a 30°C. Una vez transcurrido el tiempo de incubacién se recuperaron las
células mediante lavados con MgS04 al 10 mM. Se utilizé el protocolo establecido en el
kit de Jena Bioscience Bacteria DNA Preparation.

Reaccién en cadena de la polimerasa punto final (PCR)

Las condiciones de la reaccion de la PCR fueron la siguientes; temperatura de
desnaturalizacién 95° C por 3:00 minutos; temperatura de alineamientoa 57 ° C por 0:45
minutos; temperatura de extension a 72° C por 10 minutos, se programaron 30 ciclos.
Purificacién de producto de PCR

Se utilizé el protocolo establecido por el Kit de Jena Bioscience PCR Purification.
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Secuenciacién del gen amiE

El amplificado del gen amiE (756 pb) se envid a secuenciar a la Unidad de Sintesis y
Secuenciaciéon de DNA del Instituto de Biotecnologia de la UNAM, campus Cuernavaca.
Se cuantificd por nanodrop la concentracion del amplificado del gen amiE purificado. La
mezcla DNA-Oligo fue de un volumen final de 16 pl: 10 pmol/ul de oligonucleétido y 120

ng del amplificado.

Andlisis estadistico

Se emplearon los programas GraphPad Prisim 10 y Minitab para el andlisis estadistico
de los datos obtenidos en este estudio. Se analizé la normalidad de los datos. Se utilizd
el andlisis ANOVA de una via para el ensayo de determinacién de indoles; comparando
la concentracion de AIA (ug/ml) producida por las cepas Methylobacterium UAPS01-23,
M. extorquens JCM2802 y P. putida KT2440 a las 72 y 96 horas. Se realizd el andlisis
MANOVA para el andlisis de los datos de poblacion bacteriana, del experimento sobre
supervivencia a hidrocarburos; se comparé el crecimiento poblacional (log de UFC/ml)
de cada cepa en los tres tratamientos: 1) Tratamiento con gasolina; 2) Tratamiento con
diesel y 3) Tratamiento fuente de carbono éptima (TFCO) con el tiempo de crecimiento
(0, 24, 48, 72 y 96 horas) de cada tratamiento. También se comparé el crecimiento
poblacional de las cepas Methylobacterium UAPS01-23, M. extorquens JCM2802 y P.
putida KT2440, con la misma fuente de carbono (gasolina o diesel) a lo largo de tiempo

de crecimiento (0, 24, 48, 72 y 96 horas).
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RESULTADOS

Capacidades bioquimicas tipo PGPR

Los resultados obtenidos de la evaluacion de las capacidades bioquimicas tipo PGPR de
las cepas Methylobacterium UAPS01-23, Methylobacterium extorquens JCM2802 vy
Pseudomonas putida KT2440 fueron las siguientes:

La cepa P. putida KT2440 fue la mas eficiente en cuanto a la solubilizacion del fosfato
tricalcico como se observa en la Figura 3 por la presencia de un halo de solubilizacidn
transparente y con promedio de didmetro de 2.5 mm (Tabla 5). Sin embargo, las cepas
Methylobacterium presentaron una solubilizacion parcial del fosfato inorganico con
acidificacion del medio del cultivo formando un halo de solubilizacién opaco (Figura 3) y
de un didmetro de 1.6 mm en la cepa Methylobacterium UAPS01-23 y de 1.2 mm en M.
extorquens JCM2802 (Tabla 5).

Cepas Diametro Halo
P. putida KT2440 2.5mm
Methylobacterium UAPSO1-
1.6 mm
23
M. extorquens JCM2802 1.2 mm

Tabla 5. Didmetro (mm) del halo de solubilizacién de fosfatos de las tres cepas después de 7 dias de

incubacion.
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Figura 3. Capacidad de solubilizacion de fosfato inorganico. El control negativo corresponde al inciso A, P.
putida KT2440 corresponde a B, Methylobacterium UAPS01-23 corresponde a Cy M. extorquens JCM2802

corresponde a D.

En la produccidn de compuestos inddlicos totales a las 72 horas de crecimiento
bacteriano se observd que la cepa P. putida KT2440 presenté un promedio de 11.043
ug/ml de indoles totales Methylobacterium UAPS01-23 produjo 4.228 pg/ml indoles
totales y M. extorquens JCM2802 0.269 pg/ml indoles totales (Grafico 1). La cepa con
mayor produccidn de indoles totales a las 96 horas de crecimiento fue P. putida KT2440
con un promedio de 15.523 pg/ml de indoles totales, en segundo lugar, la cepa
Methylobacterium UAPS01-23 produjo 6.366 pg/ml AIAy M. extorquens JMC2802 0.554
ug/ml indoles totales (Gréfico 1). Con esta determinacion se observé que la cepa M.
UAPS01-23 es mas eficiente para la producciéon de indoles en comparaciéon a M.
extorquens JCM2802, la produccién de indoles totales en estas dos cepas presentd una
diferencia estadisticamente significativa a las 72 (For2 (2,9) = 109.1 p= 0.0001) y 96 horas
(For2 (2,9) = 43.23 p=0.0001).

A) B)
155 25+
a a
204
E "7 E 454
f=] o
= =3
< b < 104 P
< 54 <<
c 59 c
0- = 0- =
M. 23 JCM KT M. 23 JCM KT
Cepas Cepas

Grafico 1. Produccion de Indoles. Se muestra la produccidn de acido indolacético (AlA), KT corresponde a
P. putida KT2440; M. 23 corresponde a la cepa Methylobacterium UAPS01-23 y JCM corresponde a M.
extorquens JCM2802. A) corresponde a la determinacion de indoles a las 72 horas y B) corresponde a la

produccién de AlA a las 96 horas de crecimiento de las tres cepas. Las diferentes letras representan una
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diferencia estadisticamente significativa entre las cepas con un nivel de confianza del 95%.

Para la evaluacién de la produccién de siderdforos se observé que P. putida KT2440 fue
capaz de producir sideréforos de tipo hidroxamato, sin embargo, Methylobacterium
UAPS01-23 y M. extorquens JCM2802 carecen de la produccién sideréforos con el
ensayo O-CAS modificado, bajo las condiciones establecidas de esta metodologia para

la determinacion de siderdforos en este trabajo (Figura 4).

Figura 4. Produccién de Sideréforos. El control negativo corresponde al inciso A, P. putida KT2440
corresponde a B, Methylobactrium UAPS01-23 se representa con Cy M. extorquens JCM2802 corresponde

aD.

Supervivencia a hidrocarburos

Los resultados obtenidos de la evaluacidn de la supervivencia a hidrocarburos (gasolina
y diesel) de las cepas Methylobacterium UAPS01-23, Methylobacterium extorques
JCM2802 y Pseudomonas putida KT2440 fueron las siguientes:

La grafica 2 muestra el crecimiento bacteriano de Methylobacterium UAPS01-23 a las O,
24, 48, 72 y 96 horas en los tres tratamientos con diferentes fuentes de carbono. El
tratamiento con metanol inicié con una poblacién de 6.38 (log) de UFC/ml a las O horas,

y a las 96 horas la poblacidn bacteriana incrementé a 8.2 (log) de UFC/ml, presentd una
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mayor poblacion a las 72 horas (8.48 log de UFC/ml). El tratamiento con una
concentracién de 300 ppm de gasolina presentd un pico de crecimiento a las 72 horas
con 8.73 (log) de UFC/ml. Por otro lado, el crecimiento con diesel se mantuvo constante
durante las 96 horas de cultivo (7.3 + 0.03 log de UFC/ml). Se realizd el analisis
estadistico MANOVA y se encontré que existe una diferencia significativa entre las
fuentes de carbono a las 24 (For2 (2,6) = 5.32, p=0.047), 48 (For2 (2,6) = 6.34, p=0.033),
72 (For2 (2,6) = 19.44, p=0.002) y 96 horas (For2 (2,6) = 9.42, p=0.014).

Methylobacterium UAPS01-23

O— £ 3
I 1 -e- Metanol
/ - - Gasolina
_ 84 -4 Diesel
£
O
L
)
— 7
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I 1 1 1 1
Ohrs 24hrs 48hrs 72hrs 96 hrs
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Grafico 2. Crecimiento de Methylobacterium UAPS01-23 con diferentes fuentes de carbono. Tratamiento
con metanol como fuente de carbono (Metanol), tratamiento con gasolina (Gasolina) y Tratamiento con
diesel (diesel) como fuentes de carbono Unicas. *Diferencias significativas entre los tratamientos con

diferentes fuentes de carbono con un nivel de confianza del 95%.

La gréfica 3 muestra el crecimiento bacteriano de M. extorquens JCM2802 a las 0, 24,
48, 72 y 96 horas con diferentes fuentes de carbono. La fuente de carbono que reportd
mayor poblacion bacteriana fue la gasolina a una concentracién de 300 ppm, donde se
observé una poblacion de 8.09 (log) de UFC/ml a las 72 horas, la cepa presentd un
crecimiento maximo de 7.83 (log) de UFC/m a las 72 horas con metanol como fuente de
carbono. En cuanto al tratamiento con Diesel, a una concentraciéon de 300 ppm, la
poblacion bacteriana se mantuvo constante (orden de magnitud 7). Se realizé el analisis
estadistico MANOVA vy se encontrdé que existe una diferencia significativa entre las
fuentes de carbono a las 24 (For2 (2,6) = 19.93, p=0.002), 48 (For2 (2,6) = 11.58, p=0.009)
y 72 horas (For2 (2,6) = 5.36, p=0.046), sin embargo, a las 96 horas no se reporté

diferencias significativas entre las fuentes de carbono (For2 (2,6) = 0.84, p=0.477).
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Grafico 3. Poblacion de Methylobacterium extorquens JCM2802 con diferentes fuentes de carbono.
Tratamiento con metanol como fuente de carbono (Metanol), tratamiento con gasolina (Gasolina) y
tratamiento con diesel (Diesel) como fuentes de carbono Unicas. *Diferencia significativa entre los

tratamientos con diferentes fuentes de carbono con un nivel de confianza del 95%.

La grafica 4 muestra el crecimiento bacteriano de P. putida KT2440 a las 0, 24, 48,72y
96 horas con diferentes fuentes de carbono. El tratamiento con mayor crecimiento
bacteriano fue el control positivo cuya fuente de carbono utilizada fue el glicerol con
una poblacién de 8.64 (log) de UFC/ml a las 96 horas. Los tratamientos cuya fuente de
carbono fueron diesel y gasolina presentaron un crecimiento bacteriano menor en
comparacion con el glicerol, con una poblacion de 7.86 (log) de UFC/mly 8.42 (log) de
UFC/ml respectivamente a las 96 horas. Se realizo el analisis estadistico MANOVA y se
encontrd que existe una diferencia significativa entre las fuentes de carbono a las 24
(For2 (2,6) = 8.10, p=0.020), 48 (For2 (2,6) = 25.00, p=0.001), 72 (For2 (2,6) = 11.71,
p=0.008) y 96 horas (For2 (2,6) = 9.56, p=0.014).
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Grafico 4. Poblacidn de Pseudomonas putida KT2440 con diferentes fuentes de carbono durante 0, 24,
48, 72 y 96 horas. Tratamiento con glicerol como fuente de carbono (Glicerol), tratamiento con gasolina
(Gasolina) y tratamiento con Diesel (Diesel) como fuentes de carbono unicas. *Diferencia significativa

entre los tratamientos con diferentes fuentes de carbono con un nivel de confianza del 95%.

La cepa Methylobacterium UAPS01-23 presentd el mayor crecimiento bacteriano en
medio con gasolina como Unica fuente de carbono. Las dos cepas metilotréficas
alcanzaron el pico maximo de poblacidn a las 72 horas. P. putida KT2440 fue la cepa que
presentd menor poblacién en medio con gasolina, sin embargo, a las 96 horas se observé
un incremento del crecimiento en un orden de magnitud (grafica 5). El analisis
estadistico MANOVA de una via determind que existe una diferencia significativa entre
las cepas bacterianas a las 48 (For2 (3,5) = 11.46, p=0.011), 72 (For2 (3,5) = 12.98, p=0.009)
y 96 horas (For2 (3,5) = 27.12, p=0.002), sin embargo, a las 24 horas no se encontré una
diferencia significativa entre las cepas bacterianas (For2 (3,5) = 2.49, p=0.175) en medio

con gasolina como Unica fuente de carbono.
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Grafico 5. Poblacién bacteriana de las cepas Methylobacterium UAPS01-23 (M.23), M. extorquens
JCM2802 (JCM) y P. putida KT2440 (KT) en medio suplementado con gasolina (como unica fuente de
carbono). *Diferencia significativa entre las cepas en medio con gasolina con un nivel de confianza del

95%.

Asi mismo, la cepa Methylobacterium UAPS01-23 presentd el mayor crecimiento
bacteriano en medio con diesel como Unica fuente de carbono, igualmente, las dos
cepas metilotréficas alcanzaron el pico maximo de poblacidn a las 72 horas, y se observé
un incremento en la poblacién de P. putida KT2440 a las 96 horas (grafica 6). El analisis
estadistico MANOVA determind que existe una diferencia significativa entre las cepas
bacterianas a las 24 (Fpr2 (2,6) = 5.55, p=0.046) y 48 horas (For2 (2,6) = 8.38, p=0.018), sin
embargo, no se encontraron diferencias significativas a las 72 (For2 (2,6) = 1.83, p=0.239)

y 96 horas (For2 (2,6) = 2.31, p=0.180).
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Grafico 6. Poblacién bacteriana de las cepas Methylobacterium UAPS01-23 (M.23), M. extorquens
JCM2802 (JCM) y P. putida KT2440 (KT) en medio suplementado con Diesel (como unica fuente de

carbono). *Diferencia significativa entre las cepas en medio con diesel con un nivel de confianza del 95%.

Oligonucledétidos

En este trabajo se buscd la secuencia del gen amiE de la cepa M. extorquens DM4 (Figura
2) en la base de datos NCBI y se realizé un analisis BLAST a partir de 28 secuencias de
Methylobacterium (Methylorubrum) depositadas en la plataforma NCBI (Figura 5). Se
identificd la region conservada del gen amiE, que incluye del nucleétido 50 al nucleétido

950 cuyo tamanio es de 953 pb en todas las secuencias analizadas.
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Figura 5. BLAST del gen amiE a partir de 28 secuencias depositadas en la plataforma NCBI.

Se disefiaron oligonucledtidos para la amplificacion parcial del gen amiE de la regién
conservada, cuya secuencia fue la siguiente: oligonucledtido amiEF: 5° GTA GGG GCA
TTC CGA CAT CC 3’; oligonucledtido amiER: 5 GGC CTC GAT CTC GTG ATCTTC 3'.
Inicialmente se realizd la PCR de las cepas Methylobacterium UAPS01-23 y M.
extorquens JCM2802 en un gradiente de temperatura de alineamiento (Figura 6y 7),
para identificar la temperatura que permitiera una amplificacion con mayor cantidad y
calidad del producto. Se observé que la temperatura idonea fue 57°C (Figura 8) para la
amplificacidn del gen amiE en ambas cepas.

Con estos oligonucledtidos se realizé la reaccidn en cadena de la polimerasa punto final,
cuyo resultado fue la amplificacién de un fragmento de 756 pb del gen amiE de las cepas

Methylobacterium UAPS01-23 y M. extorquens JCM2802.
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Reaccion en cadena de la polimerasa punto final (PCR) del gen amiE

High Range DNA Ladder
kb ng/pl
100—10
80— 10
60— 10
50—15
40—10
30—10
20— 10
— 1.5—10
1.0—15
08— 10
06— 10
05— 10
0.6% Agarose

Methylobacterium UAPS01-23

Figura 6. Electroforesis de la PCR del gen amiE en Methylobacterium UAPS01-23: Amplificacion con
gradiente de temperatura de fusién (Tm) 57, 58, 58.5, 59, 59.5 y 60°C. Mpm corresponde al marcador de

peso molecular.

High Range DNA Ladder

0.6% Agarose

Figura 7. Electroforesis de la PCR del gen amiE en Methylobacterium extorquens JCM2802: Amplificacion

con gradiente de temperatura de fusidén (Tm) 57, 58, 58.5, 59, 59.5 y 60°C. Mpm corresponde al marcador
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de peso molecular y Neg corresponde al control negativo (sin DNA).

High Range DNA Ladder

0.6% Agarose

Figura 8. Electroforesis de la PCR del gen amiE en Methylobacterium UAPS01-23 y Methylobacterium
extorquens JCM2802: Amplificacién con una Tm de 57°C y un volumen de 70 pl. La D corresponde al

duplicado de la muestra.

Los productos purificados de 756 pb correspondientes a la amplificacidn parcial de la
region conservada del gen amiE de ambas cepas (Figura 9), se enviaron a secuenciar a la
Unidad de Sintesis y Secuenciacion de DNA del Instituto de Biotecnologia de la UNAM,
campus Cuernavaca.

Con las secuencias obtenidas a partir de la amplificacion parcial del gen amiE de las cepas
Methylobacterium UAPS01-23 y M. extorquens JCM2802 (Figura 11), se realizd un
anadlisis BLAST de nucledtidos con las secuencias de las cepas Methylobacterium
extorquens TK0001, Methylobacterium extorquens DM4 y Methylobacterium populi
(Figura 10), que presentan mayor porcentaje de identidad de la secuencia nucleotidica,
y que estan depositadas en la plataforma NCBI.

El amplicén del gen amiE de la cepa Methylobacterium UAPS01-23 presentd una
cobertura (Query Cover) del 65% y un porcentaje de identidad con las cepas M.
extorquens DM4, M. extorquens TKO01 y M. populi del 93% al 95%. Por otro lado, la cepa
M. extorquens JCM2802 presentd una cobertura del gen amik (Query Cover) del 65% al
67% y un porcentaje de identidad con las cepas mencionadas anteriormente, que va
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desde el 93% hasta el 100% (Tabla 6).

High Range DNA Ladder

kb ngipl

10.0—10
80— 10

60— 10
50— 15

40— 10

30— 10

0.6% Agarose

Figura 9. Electroforesis del producto purificado del gen amiE en Methylobacterium UAPS01-23 vy

Methylobacterium extorquens JCM2802.

Figura 10. Secuencias de Methylobacterium spp. con mayor porcentaje de identidad con

Methylobacterium UAPS01-23 y M. extorquens JCM2802.

F10A. Gen amiE >LT962688.1:2141942-2142994 Methylobacterium extorquens cepa TK 0001, genome

assembly, chromosome:
ATGATGCACGGTGATATCTCGTCGAGTCAGGACAGCGTCGGCGTCGCCGTCGTGAACTACAAGATGCCCC
GGCTGCACACCAAGGCCGAGGTGCTGGAAAACGCCAAGAAGATCGGCGACATGATCATCGGGATGAAGGC
CGGTCTGCCGGGCCTCGATCTCGTGATCTTCCCCGAATACTCGACCCACGGCATCATGTACGACGCGGGC
GAGATGTACGAGACTGCCTCCTCCATCCCCGGTGCGGAGACTGACATCTTCGCCGACGCGTGCCGCAAGG
CCAAGGTCTGGGGTGTGTTCTCACTCACCGGCGAGCGCCACGAGGAGCATCCGCGCAAAGCCCCCTACAA
CACGCTCATCCTGATGAACGACCAGGGCGAGATCGTGCAGAAGTACCGCAAGATCATGCCCTGGACCCCG
ATCGAGGGCTGGTATCCCGGAGACCGCACCTACGTCTCGGATGGCCCGAAGGGCCTCAAGATCAGCCTGA
TCATCTGCGACGACGGCAACTATCCCGAGATCTGGCGCGACTGCGCGATGCGCGGCGCCGAACTCATCAT
CCGCTGCCAGGGCTACATGTATCCGGCCAAGGAACAGCAGGTTCTGATCTCGAAGGCGATGGCATTCGCC
AACAATACCTACGTCGCGGTGGCCAACGCCGCCGGCTTCGACGGCGTCTACAGCTATTTCGGTCACTCGG
CGATCATCGGCTTCGACGGCCGGACGCTGGGCGAGTGCGGCGAGGAGGAGATGGGCATCCAGTACGCCGC
ACTCTCGAAGTTCCTGATCCGCGATTTCCGCGCCCACGGCCAGTCGGAGAACCACCTCTTCAAGCTGCTG
CACCGCGGCTACACCGGCATGATCAACTCGAAGGAGAACCGGCACGGGATGTCGGAATGCCCCTACGACT
TCTACCGTCGCTGGATCGAGGACCCCGACGGCACCCGCGACGCGGTGCGCGCCATCACCCGCTCCAGCGT
CGGCACCGAGGAATGCCCGATCGAGGGCATCCCCTTCGTCGGCAAGGGCGAGGGCCCGCCCGACCCGLGL
TGA
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F10B. Gen amiE >FP103042.2:4103175-4104227 Methylorubrum extorquens DM4 genome assembly
TTAGCGCGGGTCGGGTGGGCCTTCGCCCTTGCCGACGAAGGGGATGCCCTCGATCGGACATTCCTCGGTG
CCGACGCTGGAGCGGGTGATGGCGCGCACCGCGTCGCGGGTGCCGTCGGGGTCCTCGATCCAGCGGCGGT
AGAAGTCGTAGGGGCATTCCGACATCCCGTGCCGGTTCTCCTTCGAGTTGATCATGCCGGTGTAGCCGCG
GTGCAGCAGCTTGAAGAGGTGGTTCTCCGACTGGCCGTGGGCGCGGAAATCGCGGATCAGGAACTTCGAG
AGTGCGGCGTACTGAATGCCCATCTCCTCCTCGCCGCACTCGCCCAGCGTCCGACCGTCGAAGCCGATGA
TCGCCGAGTGTCCGAAATAGCTGTAGACGCCGTCGAAGCCGGCGGCGTTGGCGACTGCTACGTAGGTATT
GTTGGCGAATGCCATCGCCTTTGAGATCAGAACCTGCTGTTCCTTGGCCGGATACATGTAGCCCTGGCAG
CGGATGATGAGTTCGGCGCCGCGCATCGCGCAGTCGCGCCAGATCTCGGGATAGTTGCCGTCGTCGCAGA
TGATCAGGCTGATCTTGAGGCCCTTCGGTCCATCCGAGACGTAGGTGCGGTCGCCGGGATACCAGCCCTC
GATCGGGGTCCAGGGCATGATCTTGCGGTACTTCTGCACGATCTCGCCCTGGTCGTTCATCAGGATGAGC
GTGTTGTAGGGAGCTTTGCGCGGATGCTCCTCGTGACGCTCGCCGGTGAGCGAGAACACGCCCCAGACCT
TGGCCTTGCGGCAGGCGTCGGCGAAGATGTCGGTCTCCGCACCGGGGATGGAGGAGGCGGTCTCGTACAT
CTCGCCCGCGTCGTACATGATGCCGTGGGTCGAGTATTCGGGGAAGATCACGAGATCGAGGCCCGGCAGA
CCGGCCTTCATCCCGATGATCATGTCGCCGATCTTCTTGGCGTTTTCCAACACCTCGGCCTTGGTGTGCA
GCCGGGGCATCTTGTAGTTCACGACGGCGACGCCGACGCTGTCCTGACTCGACGAGATATCACCGTGCAT

CAT

F10C. Gen amiE >AP014809.1:3905576-3906628 Methylobacterium populi DNA, complete genome
TCAGCGCGGGTCGGGCGGGCCCTCGCCCTTGCCGACGAAGGGGATGCCCTCGATCGGGCATTCCTCGGTG
CCGACGCTGGACCGCGTGATGGCGCGCACCGCGTCGCGGGTGCCGTCGGGGTCCTCGATCCAGCGGCGGT
AGAAGTCGTAGGGGCATTCCGACATCCCGTGCCGGTTCTCCTTCGAGTTGATCATGCCCGTGTAGCCGCG
GTGCAGCAGCTTGAAGAGGTGGTTCTCCGACTGGCCGTGGGCGCGGAAGTCGCGGATCAGGAATTTCGAG
AGCGCCGCGTACTGGATGCCCATCTCCTCCTCGCCGCACTCGCCGAGCGTGCGGCCGTCGAAGCCGATGA
TCGCCGAGTGGCCGAAATAGGAGTAGACGCCGTCGAAGCCAGCGGCATTGGCCACCGCGACGTAGGTGTT
GTTGGCGAACGCCATCGCCTTCGAGATCAGGACCTGCTGCTCCTTGGCCGGGTACATGTAGCCCTGGCAG
CGGATGATCAGCTCGGCGCCGCGCATGGCGCAGTCGCGCCAGATTTCGGGGTAATTGCCGTCATCGCAGA
TGATCAGGCTGATCTTCAGCCCCTTTGGACCGTCCGAGACGTAGGTGCGGTCGCCCGGATACCAGCCCTC
GATCGGGGTCCAGGGCATGATCTTGCGGTACTTTTGCACGATCTCGCCCTGGTCGTTCATCAGGATGAGC
GTGTTGTAGGGGGCCTTGCGCGGATGCTCCTCGTGGCGCTCGCCGGTGAGCGAGAACACGCCCCAGACCC
CCGCCTTGCGGCAGGCATCGGCGAAGATCTCGGTCTCGGCCCCGGGGATGGAGGAGGCGGTCTCGTACAT
CTCGGCCGCGTCGTACATGATGCCGTGGGTCGAGTATTCGGGGAAGATCACGAGATCGAGACCCGGCAGG
CCGGCCTTCATCCCGATGATCATCTCGCCGATCTTCTTGGCGTTCTCGATGACCTCGGCCTTGGTGTGCA
GGCGCGGCATCTTGTAGTTCACGACGGCCACGCCGACGCTGTCCTGACTCGATGAAATATCGCCGTGCAT

CAT

Figura 11. Secuencia parcial del gen amiE de las cepas metilotrdficas utilizadas en este estudio.

F11A. Secuencia de 711 pb del amplificado del gen amiE de la cepa Methylobacterium UAPS01-23. En
direccién 5" a 3'.
GACCGTGTAGCCGCGGTGCAGGAGCTTGAAGAGATGGTTCTCCGACTGGCCGTGGGCGCGGAAGTCGCGGATCAGGAATTT
CGACAGCGCCGCGTATTGGATGCCCATCTCCTCCTCGCCGCACTCGCCGAGCGTGCGGCCGTCGAAGCCGATGATCGCCGA
GTGGCCGAAATAGGAGTAGACGCCGTCGAAGCCGGCGGCGTTGGCCACCGCGACGTAGGTGTTGTTGGCGAACGCCATCGC
CTTCGAGATCAGGACCTGCTGTTCCTTGGCCGGGTACATGTAGCCCTGGCAGCGGATGATCAGCTCGGCGCCGCGCATGGC
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GCAGTCGCGCCAGATCTCGGGATAGTTGCCGTCGTCGCAGATGATGAGGCTGATCTTCAGCCCCTTCGGACCGTCCGAAAC
GTAGGTGCGGTCGCCGGGATACCAGCCCTCGATCGGGGTCCAGGGCATGATCTTGCGGTATTTCTGGACGATCTCGCCCTG
GTCGTTCATCAGGATGAGGGTGTTGTAGGGCGCTTTGCGCGGATGCTCCTCGTGGCGCTCGCCGGTGAGCGAGAACACGCC
CCACACCTTGGCCTTGCGGCAGGCGTCGGCGAAGATCTCGGTCTCCGCACCGGGGACGGACGAGGCGGTCTCGTACATCTC
GGCCGCGTCGTACATGATGCCGTGGGTCGAGTATTCGGGGAAGTCMGAAAAARGGRGRSMMCA

F11B. Secuencia de 716 pb del amplificado del gen amiE de la cepa Methylobacterium UAPS01-23. En
direccion 3"a5".
TCTACGACGCGGCCGAGATGTACGAGACCGCCTCGTCCGTCCCCGGTGCGGAGACCGAGATCTTCGCCGACGCCTGCCGCA
AGGCCAAGGTGTGGGGCGTGTTCTCGCTCACCGGCGAGCGCCACGAGGAGCATCCGCGCAAAGCGCCCTACAACACCCTCA
TCCTGATGAACGACCAGGGCGAGATCGTCCAGAAATACCGCAAGATCATGCCCTGGACCCCGATCGAGGGCTGGTATCCCG
GCGACCGCACCTACGTTTCGGACGGTCCGAAGGGGCTGAAGATCAGCCTCATCATCTGCGACGACGGCAACTATCCCGAGA
TCTGGCGCGACTGCGCCATGCGCGGCGCCGAGCTGATCATCCGCTGCCAGGGCTACATGTACCCGGCCAAGGAACAGCAGG
TCCTGATCTCGAAGGCGATGGCGTTCGCCAACAACACCTACGTCGCGGTGGCCAACGCCGCCGGCTTCGACGGCGTCTACT
CCTATTTCGGCCACTCGGCGATCATCGGCTTCGACGGCCGCACGCTCGGCGAGTGCGGCGAGGAGGAGATGGGCATCCAAT
ACGCGGCGCTGTCGAAATTCCTGATCCGCGACTTCCGCGCCCACGGCCAGTCGGAGAACCATCTCTTCAAGCTCCTGCACC
GCGGCTACACGGGCATGATCAACTCGAAGGAGAACCGGCACGGGATCRGRGGSCCCCCCMMMMMMMMA

F11C. Secuencia de 713 pb del amplificado del gen amiE de la cepa Methylobacterium extorquens
JCM2802). En direccién 5" a 3'.
GACGGTGTAGCCGCGGTGCAGCAGCTTGAAGAGGTGGTTCTCCGACTGGCCGTGGGCGCGGAAATCGCGGATCAGGAACTT
CGAGAGTGCGGCGTACTGGATGCCCATCTCCTCCTCGCCGCACTCGCCCAGCGTCCGGCCGTCGAAGCCGATGATCGCCGA
GTGACCGAAATAGCTGTAGACGCCGTCGAAGCCGGCGGCGTTGGCCACCGCGACGTAGGTATTGTTGGCGAATGCCATCGC
CTTCGAGATCAGAACCTGCTGTTCCTTGGCCGGATACATGTAGCCCTGGCAGCGGATGATGAGTTCGGCGCCGCGCATCGC
GCAGTCGCGCCAGATCTCGGGATAGTTGCCGTCGTCGCAGATGATCAGGCTGATCTTGAGGCCCTTCGGGCCATCCGAGAC
GTAGGTGCGGTCTCCGGGATACCAGCCCTCGATCGGGGTCCAGGGCATGATCTTGCGGTACTTCTGCACGATCTCGCCCTG
GTCGTTCATCAGGATGAGCGTGTTGTAGGGGGCTTTGCGCGGATGCTCCTCGTGGCGCTCGCCGGTGAGTGAGAACACACC
CCAGACCTTGGCCTTGCGGCACGCGTCGGCGAAGATGTCAGTCTCCGCACCGGGGATGGAGGAGGCAGTCTCGTACATCTC
GCCCGCGTCGTACATGATGCCGTGGGTCGAGTATTCGGGGAAGATCACGGWWWYYYMRRGGCAMA

F11D. Secuencia de 721 pb del amplificado del gen amiE de la cepa Methylobacterium extorquens
JCM2802. En direccién 3" a 5.
CCCGGTATATGTACGACGCGGGCGAGATGTACGAGACTGCCTCCTCCATCCCCGGTGCGGAGACTGACATCTTCGCCGACG
CGTGCCGCAAGGCCAAGGTCTGGGGTGTGTTCTCACTCACCGGCGAGCGCCACGAGGAGCATCCGCGCAAAGCCCCCTACA
ACACGCTCATCCTGATGAACGACCAGGGCGAGATCGTGCAGAAGTACCGCAAGATCATGCCCTGGACCCCGATCGAGGGCT
GGTATCCCGGAGACCGCACCTACGTCTCGGATGGCCCGAAGGGCCTCAAGATCAGCCTGATCATCTGCGACGACGGCAACT
ATCCCGAGATCTGGCGCGACTGCGCGATGCGCGGCGCCGAACTCATCATCCGCTGCCAGGGCTACATGTATCCGGCCAAGG
AACAGCAGGTTCTGATCTCGAAGGCGATGGCATTCGCCAACAATACCTACGTCGCGGTGGCCAACGCCGCCGGCTTCGACG
GCGTCTACAGCTATTTCGGTCACTCGGCGATCATCGGCTTCGACGGCCGGACGCTGGGCGAGTGCGGCGAGGAGGAGATGG
GCATCCAGTACGCCGCACTCTCGAAGTTCCTGATCCGCGATTTCCGCGCCCACGGCCAGTCGGAGAACCACCTCTTCAAGC
TGCTGCACCGCGGCTACACCGGCATGATCAACTCGAAGGAGAACCGGCACGGGATGTCGTKKGSSCCCYWMMA
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Secuenciade | Secuenciade Total Score Query Valor | Porcentaje de | Longitud
nucleétidos A | nucleétidos B Cover E identidad
Methylobacter | M. extroquens 1042 65% 0.0 94.03% 711
jum UAPSO1- | TKOO1 (F10A)
23 (F11A) M. extorquens 1037 65% 0.0 93.89% 711
DM4 (F10B)
M. populi 1107 65% 0.0 95.65% 711
(F10C)
Methylobacter | M. extroquens 1046 65% 0.0 93.93% 716
jum UAPSO1- | TKOO1 (F10A)
23 (F11B) M. extorquens 1040 65% 0.0 93.79% 716
DM4 (F10B)
M. populi 1112 65% 0.0 95.66% 716
(F10C)
M. extorquens | M. extroquens 1284 66% 0.0 100.00% 713
JCM2802 TKOO1 (F10A)
(F11C) M. extorquens 1195 66% 0.0 97.70% 713
DM4 (F10B)
M. populi 1031 65% 0.0 93.51% 713
(F10C)
M. extorquens | M. extroquens 1291 67% 0.0 99.72% 721
JCM2802 TKOO1 (F10A)
(F11D) M. extorquens 1203 67% 0.0 97.45% 721
DM4 (F10B)
M. populi 1037 67% 0.0 93.20% 721
(F10C)
Tabla 6. Analisis BLAST de las secuencias nucleotidicas parciales del gen amiE de las cepas

Methylobacterium UAPS01-23 y M. extorquens JCM2802 de este trabajo (Secuencia A) y las secuencias

del gen amiE de las cepas depositadas en la base de datos NCBI (Secuencia B). Total score; longitud total

del gen amiE alojado en la base de datos NCBI. Query Cover; Porcentaje que nuestra secuencia de estudio

cubre respecto a las secuencias del gen amiE depositadas en la base de datos NCBI. Valor E; nUmero de

resultados esperados de calidad similar que se podrian encontrar por azar. Porcentaje de identidad;

porcentaje de nucledtidos idénticos entre las secuencias analizadas. Longitud; la regién del gen que se

compard con las secuencias alojadas en la base de datos NCBI.
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DISCUSION

En este trabajo, se determind la capacidad PGPR de dos aislados del género
Methylobacterium (Methylorubrum), asi como la aptitud de estas bacterias para resistir

el estrés provocado por la presencia de derivados del petréleo como diesel y gasolina.

Una de las caracteristicas PGPR identificadas de las cepas Methylobacterium UAPS01-23
y M. extorquens JCM2802 fue la capacidad de solubilizar el fosfato inorganico. Estos
resultados concuerdan con lo encontrado por distintos autores respecto al género,
Methylobacterium  extorquens G10, Methylobacterium extorquens Ps2 vy
Methylobacterium nodulans ORS2060 solubilizan Cas(PO,), liberando entre 0.137 -
0.236 mg/L de fosforo soluble (Agafonova et al. 2013). Methylobacterium radiotolerans
es capaz de solubilizar fosfato en medio agar-Pikosvkaya formando un halo de
solubilizacién, fenotipo similar al que presentan las cepas Methylobacterium UAPS01-23
y M. extorquens JCM2802 estudiadas en este trabajo (Longoria-Espinoza et al. 2020).
También se evidencié que Methylobacterium sp. solubiliza de 0.5 - 3.3 mg/ml de fosfato
inorganico en medio NBRIP. Sin embargo, las mismas cepas solubilizan de 2.4 - 4.4
mg/ml de fosfato inorganico en medio agar-Pikovskaya (Rahim et al. 2021). En este
trabajo se demostro la capacidad de solubilizar fosfatos de las cepas Methylobacterium
UAPS01-23 y M. extorquens JCM2802 de forma cualitativa, sin embargo, esta
solubilizaciéon pudiera ser mas eficiente en otro medio de cultivo como el Pikosvkaya
similar a lo reportado por Rahim y colaboradores (2021). Por otro lado, Pseudomonas
putida parece tener un mejor rendimiento en medio NBRIP, ya que en el trabajo de Amri
y colaboradores (2023) presentd un halo de 3.53 + 0.05 mm con este medio y un halo

de 2.14 + 0.03 mm cuando crecié en medio PKV.

Otra propiedad PGBPR que se evalud en este trabajo fue la biosintesis de sideréforos.
Nuestros resultados mostraron que tanto Methylobacterium UAPS01-23 como M.
extorquens JCM2802 carecen de produccién de siderdforos. Sin embargo, se ha
evidenciado que el género Methylobacterium es capaz de producir sideréforos de tipo
hidroxamato siendo Methylobacterium extorquens AR1.6/2 de las cepas mas eficaces en

su produccién (Lacava et al. 2008). Asi mismo, se evidencié mediante el ensayo agar
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cromo azurol S (CAS) en medio de succinato sin Fe3* que la cepa Methylobacterium
aquaticum 22A produjo siderdforos tipo hidroxicarboxilato y encontraron en su genoma
un grupo de ocho genes que codifican el sideréforo tipo estafiloferrina B (hidroxamato)
(Juma et al. 2022). Por lo que la ausencia de produccion de sideréforos en nuestras cepas

podria ser el resultado de las condiciones en las que se realizé el ensayo O-CAS.

La produccién de fitohormonas es uno de los atributos importantes de las PGPR; en este
estudio reportamos que P. putida KT2440 produjo AIA en una concentracién que se
alinea con lo demostrado para el género, como se determiné para la cepa Pseudomonas
MZ-1 que produjo 12.44 ug/ml AlIA y Pseudomonas JN-4 19.48 ug/ml AlA: Pseudomonas
sp. puede producir esta fitohormona en un rango de 2 a 110 ug/ml de AIA (Kumar et al.
2014). Por otra parte, la cepa Methylobacterium UAPS01-23 produjo una concentracion
de AIA similar a lo reportado en la cepa Methylobacterium zatmanii MS4 capaz de
producir 8.473 pg/ml de AlA, la cual al ser inoculada en plantas y semillas de tomate
(Solanum lycopersicum) aumenté el porcentaje de germinacion de semillas, incrementé
el nimero de hojas y aumento la longitud de raices y brotes (Pattnaik et al. 2017). La
cepa M. extorquens JCM2802 produjo una cantidad menor de AIA en comparacién a las
cepas Metylobacterium sp. que producen en un rango de 1 a 2 ug/ml de AIA, sin
embargo, presenta la capacidad metabdlica para producir el AIA (Rahim et al. 2021), asi

como las cepas M. extorquens JCM2805 y M. extorquens JCM2807 (Palberg et al. 2022).

Una problematica ambiental de suma importancia es la contaminacién del suelo con el
petréleo y sus derivados, por lo que la biorremediacidon enfocada al metabolismo
bacteriano ha sido una alternativa alentadora. En Pseudomonas se ha descrito la
capacidad de degradar productos derivados del petréleo y oxidarlos como fuente de
carbono (Mehrdad et al. 2019; Zheng et al. 2018). La cepa Pseudomonas putida P11
presentd un crecimiento adecuado al estar expuesta a gasolina y diesel, y fue capaz de
degradar estos compuestos, inclusive esta cepa reportd un crecimiento logaritmico de
1-2 érdenes de magnitud en presencia de petréleo crudo (Oluwafemi et al. 2009). En
este trabajo P. putida KT2440 presentd menor poblacién en presencia de gasolina y
diesel como fuente de carbono, en comparacidn al crecimiento bacteriano de P. putida

KT2440 cuando utilizé glicerol como Unica fuente de carbono.
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En contraste, en este trabajo las cepas Methylobacterium UAPS01-23 y M. extorquens
JCM2802 reportaron mayor crecimiento bacteriano cuando la fuente de carbono fue
gasolina en comparacién al metanol, que es una fuente de carbono utilizada para el
metabolismo metilotréfico de Methyobacterium (Bustillos-Cristales et al. 2017). De
forma similar, en otros estudios se ha comprobado que Methylobacterium puede
metabolizar derivados de petréleo como el aceite de motor, esté compuesto fue
degradado por la bacteria en un 89.5% en un periodo de 21 dias (Salam et al. 2015).

Asi mismo, esta capacidad metabdlica se verifico en otra cepa de Methylobacterium que
degrado todos los n-alcanos alifaticos presentes en los lodos de petréleo después de 15
dias (Zakuan et al. 2023). La cepa Methylobacterium radiotolerans N7A0 degrada y
utiliza naftalina, un hidrocarburo aromatico, como Unica fuente de carbono y energia,
presentando un crecimiento de 5.2 (log) de UFC/ml a los 14 dias. Esta cepa de
Methylobacterium, también crecié en presencia de benceno, tolueno, fenol, salicilato,
catecol y antraceno con una poblacién menor a lo reportado con naftalina (Nzila et al.

2016).

Cabe resaltar, que en las cepas Methylobacterium UAPS01-23 y M. extorquens JCM2802
de este trabajo, se observé mayor poblacion bacteriana en presencia de gasolina (fuente
de carbono) en contraste, la poblacién bacteriana fue menor en el medio de cultivo con
diesel como fuente de carbono, donde observamos que la poblacién se mantuvo
contante en el mismo orden de magnitud a lo largo del experimento. Ese resultado
sugiere que la bacteria puede sobrevivir ante la presencia de diesel. Podemos sugerir
que Methylobacterium spp. (Methylorubrum spp.) no ocupa este hidrocarburo como
fuente de carbono, puesto que no se observa un incremento de la poblacién bacteriana.
Esto podria deberse a la diferencia del porcentaje de compuestos aromaticos de estas
sustancias, ya que la gasolina (39%) tiene un mayor porcentaje de hidrocarburos

aromaticos con respecto al diesel (25%) (Prince et al. 2007; Huth & Helios, 2013).

En este trabajo nos dimos a la tarea de sustentar la capacidad de las cepas de
Methylobacterium (Methylobacterium) de metabolizar diesel y gasolina, mediante la

blsqueda In silico del gen que codifica para una enzima involucrada en la degradacién
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de hidrocarburos. Asi mismo, se identificé una regidn altamente conservada de este gen
en todas las secuencias del género Methylobacterium (Methylorubrum) analizadas por
BLAST y se amplificé parcialmente el gen amiE (65-67%), lo que corrobora la presencia
del gen en el genoma de las cepas Methylobacterium UAPS01-23 y M. extorquens

JCM2802.

Luoy colaboradores (2021) reportaron que la enzima acilamida amidohidrolasa es capaz
de hidrolizar los anillos aromaticos, por lo que los resultados encontrados en este
trabajo pueden sugerir que el gen amiE expresa esta enzima cuando las cepas crecen en
medio de cultivo cuya fuente de carbono es gasolina, ya que los hidrocarburos
aromaticos componen aproximadamente el 39% de este derivado del petrdleo (Prince
et al. 2007). Ademas, el crecimiento bacteriano obtenido a partir del medio de cultivo
con gasolina sugiere la capacidad de utilizar a este hidrocarburo como fuente de carbono
y nitrégeno, porque la acilamida amidohidrolasa hidroliza las amidas alifaticas de cadena
corta y las metaboliza a su correspondiente acido orgdnico en Pseudomonas aeruginosa

(Clamens et al. 2017).

Las amidasas presentan la capacidad de hidrélisis de las amidas de los compuestos
aromaticos; ademas, se ha demostrado que estas enzimas participan en la biosintesis de
acido indolacético (AIA) (Chacko et al. 2009). En la via indol-3-acetonitrilo (IAN) se
produce AIA por la actividad enzimatica del sistema nitrilo hidratasa (NHase)/amidasa,
donde el IAN se convierte primero en indol-3-acetamida (IAM) y luego en AIA. En la via
indol-3-acetamida (IAM) la IAM hidrolasa (amidasa, iaaH) produce AIA. De esta forma el
sistema NHase/amidasa vincula las vias IAN e IAM (Tang et al. 2023; Zhang et al. 2019).
Se ha evidenciado que Pseudarthrobacter sp. presento el transcrito del gen amik, lo que
sugiere la sintesis de la enzima amidasa, capaz de hidrolizar indol-3-acetamida (IAM) y
producir el AIA (Ham et al. 2021). En nuestros resultados, la amplificacion parcial del gen
amiE de las cepas Methylobacterium UAPS01-23 y M. extorquens JCM2802, asi como la
produccién de acido indolacético, podria sugerir que la amidasa alifatica (amiE) esta
involucrada en la sintesis de acido indolacético mediante la via indol-3-acetonitrilo (IAN)

o la via indol-3-acetamida (IAM), ambas vias son dependientes de triptéfano.
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CONCLUSION

Concluimos que Methylobacterium UAPSO1- 23 y Methylobacterium extorquens
JCM2802 presentan caracteristicas para la promocién del crecimiento vegetal (producen
acido indolacético y solubilizan fosfatos), que sugiere su aplicacion como un modelo
bacteriano con potencial PGPR. Asi mismo, Methylobacterium UAPSO1l- 23 vy
Methylobacterium extorquens JCM2802 son eficientes para tolerar y crecer en
condiciones de estrés por presencia de diesel y gasolina, por lo que estas cepas se
pueden considerar como posibles candidatas para estudiarlas como bacterias

degradadoras de hidrocarburos.

PERSPECTIVAS

o Demostrar experimentalmente que las cepas Methylobacterium UAPSO1- 23 y
Methylobacterium extorquens JCM2802 expresan el gen amiE, cuando estan
expuestas a gasolina y diesel.

o Corroborar que las cepas Methylobacterium UAPSO1- 23 y Methylobacterium
extorquens JCM2802 utilizan como fuente de carbono a la gasolina, el diesel e
hidrocarburos puros como el hexano, mediante la disminucién de Ia
concentracion de estos derivados del petréleo.

o Demostrar que las cepas Methylobacterium UAPSO1- 23 y Methylobacterium
extorquens JCM2802 son capaces de incrementar el crecimiento vegetal en

plantas.
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