
 
 

UNIVERSIDAD AUTÓNOMA METROPOLITANA 

UNIDAD XOCHIMILCO. 

División de Ciencias Biológicas y de la Salud 

DOCTORADO EN CIENCIAS AGROPECUARIAS 

 

PROYECTO: 

“Comparación genómica de rizobacterias aisladas de biznaga dulce 
(Echinocactus platyacanthus); búsqueda de los determinantes genéticos 

involucrados en actividades PGPR” 

 

TESIS  

(idónea Comunicación de Resultados)  

Para obtener el grado de:   

Doctora en Ciencias Agropecuarias 

 

PRESENTA: 

M. en C. Leilani Itzel Salinas Virgen 

 

COMITÉ TUTORAL 

CO-DIRECTOR: 

Dr. Hugo César Ramírez Saad 

CO-DIRECTORA: 

Dra. María Eugenia de la Torre Hernández 

ASESOR: 

Dr. José Félix Aguirre Garrido



I 
 

 COMITÉ TUTORAL 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



II 
 

 

COMISIÓN DE EVALUACIÓN 

 

El jurado designado por la Comisión de Evaluación del Doctorado en Ciencias 

Agropecuarias, de la Universidad Autónoma Metropolitana Unidad Xochimilco 

aprobó la Tesis titulada “Comparación genómica de rizobacterias aisladas de 

biznaga dulce (Echinocactus platyacanthus); búsqueda de los determinantes 

genéticos involucrados en actividades PGPR”, que presentó: 

 

M en C. Leilani Itzel Salinas Virgen 

 

PRESIDENTE: 

Dr. César Hugo Hernández Rodríguez  _____________________________ 

Profesor Titular C, Departamento de Microbiología, Escuela Nacional de Ciencias 

Biológicas, Instituto Politécnico Nacional 

SECRETARIA: 

Dra. Ninfa Ramírez Durán    ____________________________ 

Profesora Investigadora E, Laboratorio de Microbiología Médica y Ambiental, Facultad 

de Medicina, Universidad Autónoma del Estado de México 

VOCAL 1: 

Dr. Hugo César Ramírez Saad   ____________________________ 

Profesor-Investigador. Laboratorio de Ecología Molecular. Departamento de 

Sistemas Biológicos, Universidad Autónoma Metropolitana, Unidad Xochimilco. 

VOCAL 2: 

Dra. María Eugenia de la Torre Hernández ____________________________ 

Investigadora por México del CONAHCYT, comisionada al Departamento de 

Producción Agrícola y Animal, Universidad Autónoma Metropolitana, Unidad 

Xochimilco. 

VOCAL 3: 

Dr. José Félix Aguirre Garrido   ____________________________ 

Profesor-Investigador. Laboratorio de Biotecnología Ambiental. División de Ciencias 

Biológicas y de la Salud. Universidad Autónoma Metropolitana, Unidad Lerma. 



III 
 

FINANCIAMIENTO 

 

 

 

 

 

Este trabajo se realizó en el Laboratorio de Ecología Molecular del Departamento 

de Sistemas Biológicos, División de Ciencias Biológicas y de la Salud. Universidad 

Autónoma Metropolitana, Unidad Xochimilco, contó con financiamiento de: 

Convocatorias para el Desarrollo Académico 2022, proyecto F129; Convocatorias 

para el Desarrollo Académico 2022, proyecto DT31. 

 

 

 

 

El programa de Doctorado en Ciencias Agropecuarias de la Universidad Autónoma 

Metropolitana pertenece al Programa Nacional de Posgrados de Calidad (PNPC) 

del CONAHCYT, en el Nivel “En desarrollo” clave 003786. 

 

 

 

 

 

La ponente contó con el apoyo de una beca para estudios de posgrado del 

CONAHCYT con número 765704 y la beca UAM para titulación de posgrado 24I. 

 

 

 

 

 



IV 
 

DEDICATORIA 

 

 

Esta tesis de doctorado y todo el trabajo que representa está dedicada, con todo mi 

cariño: 

 

A mi padre, Antonio. Gracias por tu apoyo incondicional y por todo el esfuerzo que 

hiciste para brindarme una buena educación y lograr todo lo que me propusiera. Sé 

que cada uno de mis logros fue motivo de alegría para ti y aunque no pude compartir 

este contigo, estoy segura de que desde el lugar donde te encuentras, te sientes 

muy orgulloso de mi y saber eso es el motor que me impulsa para no rendirme. 

 

A mi madre, Obdulia. Agradezco profundamente todo el apoyo que me has dado y 

me sigues dando, por todo el esfuerzo y sacrificio que has hecho junto a mi padre 

para que yo pudiera llegar tan lejos como he querido. Sé lo orgullosa que estas de 

mí, pero permíteme expresar cuanto me enorgullece tenerte como madre. Eres una 

de las fuerzas que me impulsan a seguir adelante. 

 

A los motores de mi vida, Yaretzi, mi niña adorada, y Yetzi mi hermosa bebé. Sé 

que a veces es difícil y que hacen un gran sacrificio al no tenerme mucho tiempo a 

su lado, pero quiero que sepan que cada paso que doy es por ustedes. 

 

A mi familia, especialmente a mi hermana Esther, y a mis sobrinos Michelle, 

Aislinn, Julián, Ian y Danna. Gracias por creer en mí, apoyarme 

incondicionalmente y acompañarme en cada etapa de mi vida personal y 

profesional. 

 

Por último, pero no menos importante, a Samuel, más que mi esposo, mi 

compañero, mi pilar, quien me acompaña en cada paso que doy, cree en mí, vuelve 

suyos cada meta y cada sueño que tengo y me impulsa para alcanzarlos. Gracias 

por apoyarme en cada punto del camino hacia mi superación personal y profesional, 

por tu comprensión, tus consejos, por escucharme, por confiar en mí, y sobre todo, 

por amarme. 

 

Los Amo, sin ustedes esto no sería posible. 



V 
 

AGRADECIMIENTOS 

 

 

A mi comité tutoral: 

 

 

Con respeto, admiración y cariño a mi director de tesis el Dr. Hugo César Ramírez 

Saad, en primer lugar, por haber dirigido este trabajo, pero además, ser mi guía 

desde el principio, por todos los conocimientos que me ha transmitido, por 

brindarme su apoyo, por la absoluta confianza que ha depositado en mí, por 

ayudarme a confiar en mí misma, por impulsarme a crecer personal y 

profesionalmente, por su paciencia y comprensión, pero, ante todo, por ser quien 

es; la bonhomía, sabiduría y modestia que lo caracterizan han tocado mi vida de tal 

manera que son para mí una fuente de inspiración y me invitan a seguir su ejemplo. 

 

 

Con respeto, admiración y cariño a mi directora de tesis la Dra. María Eugenia de 

la Torre Hernández en principio, por haber dirigido este trabajo en conjunto con el 

Dr. Hugo, por ser una buena guía para mi desde el inicio del proyecto, por todos los 

conocimientos que me ha transmitido, por siempre dar más de lo que debe, por  

brindarme su apoyo y absoluta confianza, por impulsarme a crecer personal y 

profesionalmente, por su paciencia, comprensión y consejos, por honrarme con su 

amistad, pero sobre todo, por ser una gran persona y excelente profesora, 

indudablemente un gran modelo a seguir, sus enseñanzas han contribuido para ser 

quien soy. 

 

 

Con respeto, admiración y afecto a mi asesor el Dr. José Félix Aguirre Garrido por 

ser un buen guía, por su paciencia, comprensión, apoyo y confianza, y por darme 

acceso a su servidor Nautillus para la realización de algunos análisis 

bioinformáticos. 

 

 

 



VI 
 

A los miembros de la Comisión de Evaluación del Doctorado en Ciencias 

Agropecuarias, el Dr. Germán David Mendoza Martínez, el Dr. Juan Esteban 

Barranco Florido, el Dr. Daniel Martínez Gómez y la Dra. Silvia Rodríguez 

Navarro por haber aceptado y monitoreado este trabajo, mismo que se ha visto 

enriquecido a lo largo de su desarrollo a través de sus comentarios siempre 

propositivos. 

 

 

A la coordinación del Doctorado en Ciencias Agropecuarias, de forma especial al 

Dr. Germán David Mendoza Martínez, por todo el apoyo que me ha brindado 

durante la realización de mis estudios de Doctorado. 

 

 

Al Dr. Francisco Martínez Abarca Departamento de Microbiología del Suelo y la 

Planta, Estación Experimental del Zaidín, Consejo Superior de Investigaciones 

Científicas, Granada, España, por la asesoría brindada sobre análisis 

bioinformáticos, el tiempo y esfuerzo que realizó para revisar y mejorar mi trabajo y 

el apoyo y dedicación para la publicación del artículo.  

 

 

Al Dr. Jordan Kyril Golubov Figueroa del Departamento El Hombre y Su Ambiente 

de la UAM Xochimilco, por permitirnos el uso del invernadero y entablar contacto 

con el Vivero Terohuico para el montaje de algunos experimentos. 

 

 

A la Dra. Guadalupe X. Malda Barrera y al Dr. Braulio Ayala García del 

Laboratorio de Ecología de la Facultad de Ciencias Naturales, Universidad 

Autónoma de Querétaro, por proporcionarnos semillas de E. platyacanthus, por la 

asesoría brindada y el espacio para montar uno de los experimentos in planta, 

además de colaborar con el cuidado y la recopilación de datos de éste. 

 

 

 

 



VII 
 

Al Vivero Terohuico, especialmente a los biólogos Erasmo y Marco, por habernos 

proporcionado semillas y espacio para la realización de algunos experimentos in 

planta, además del tiempo, el trabajo y los cuidados empeñados para asegurar el 

éxito de dichos experimentos. 

 

 

A Elsy, Lluvia y Emmanuel por el tiempo, el esfuerzo, el trabajo y la dedicación 

que invirtieron en el montaje de los experimentos in planta. 

 

 

Al Dr. Luis Mario Hernández Soto por facilitarme el acceso al servidor Nautilus, 

propiedad del Laboratorio de Biotecnología Ambiental de la UAM Lerma, además 

de los softwares necesarios para realizar algunos análisis bioinformáticos. 

 

 

Al Dr. César Díaz por su disposición para el intercambio de conocimientos y su 

invaluable ayuda para la autenticación de este documento. 

 

 

A mis compañeros de laboratorio Ángel, Omar, Diego, Karla, Ulises y Janette por 

facilitar el ambiente para el intercambio de conocimientos, por haber hecho grata la 

estadía en el laboratorio, por su apoyo, compañía, consejos, pero, ante todo, su 

amistad. 

 

 

Agradezco también a todas aquellas personas que han contribuido de alguna 

manera a mi crecimiento tanto personal como profesional, así como al desarrollo de 

este proyecto que culmina con esta tesis doctoral. 

 

 

 

 



VIII 
 

ABREVIATURAS 

 

ANI: Average Nucleotide Identity. Identidad promedio de nucleótidos. 

ACC desaminasa: 1-aminocyclopopane-1-carboxylic acid deaminase. Ácido 1-

aminociclopopano-1-carboxilo desaminasa. 

CAM: Crassulacean Acid Metabolism. Metabolismo ácido de las crasuláceas. 

CARD: Comprehensive Antibiotic Resistance Database. Base de datos integral de 

resistencia a antibióticos. 

CAT: Aproximación de tasa única para cada sitio para la elaboración de árboles 

filogenéticos. 

cDNA: Complementary Deoxyribonucleic Acid. Ácido desoxirribonucleico 

complementario. 

CONAZA: Comisión Nacional de las Zonas Áridas. 

CRISPR-Cas: Clustered Regularly Interspersed Short Palindromic Repeats / 

CRISPR-associated Cas protein. Repeticiones palindrómicas cortas agrupadas y 

regularmente intercaladas /proteína Cas asociada a CRISPR. 

dDDH: Digital DNA-DNA Hybridization. Hibridación digital DNA-DNA. 

ddNTPS: Dideoxy Nucleotides triphosphate. Didesoxinucleótidos trifosfato. 

DNA: Deoxyribonucleic Acid. Ácido desoxirribonucleico. 

dNTPs: Deoxy Nucleotides triphosphate. Desoxinucleótidos trifosfato. 

GBS: Genotyping by sequencing. Genotipificación por secuenciación. 

IAA: Indole Acetic Acid. Ácido indol acético. 



IX 
 

IAN: Indole Acetic Acid synthesis via Acetonitrile Pathway. Vía del acetonitrilo para 

la síntesis de ácido indol acético. 

IPyA: Indole Acetic Acid synthesis via Indole-3-pyruvate Pathway. Vía del indol-3-

piruvato para la síntesis de ácido indol acético. 

JTT: Modelo de evolución Jones Taylor Thornton para la construcción de árboles 

filogenéticos. 

MLSA: Multilocus Sequence Analysis. Análisis multilocus de secuencias. 

NCBI: National Center for Biotechnology Information. Centro Nacional de 

Información Biotecnológica. 

NGS: Next Generation Sequencing. Secuenciación de nueva generación. 

NOM: Norma Oficial Mexicana 

NP-Hard: Problemas computacionales asociados a la construcción del pangenoma 

de referencia cuando se utilizan genomas fragmentados o existen errores en la 

formación de scaffolds. 

ONT: Oxford Nanopore Technologies. 

32P: Isótopo radioactivo de Fósforo (P). 

PacBio: Pacific Bioscience. 

PCR: Polymerase Chain Reaction. Reacción en cadena de la polimerasa. 

PGAP: Prokaryotic Genome Annotation Pipeline. Pipeline de anotación de genomas 

procariotas. 

PGPR: Plant Growth Promotion Rhizobacteria. Rizobacterias promotoras del 

crecimiento de plantas. 

RagTags: Rearrangement Tag. Etiquetas de rearreglos cromosómicos. 

RAST: Rapid Annotation using Subsystem Technology. Anotación rápida usando 

tecnología de subsistemas. 



X 
 

REA: Restriction Enzymatic Analysis. Análisis de restricción enzimática. 

SEMARNAT: Secretaría de Medio Ambiente y Recursos Naturales. 

SH: Test de probabilidad Shimodaira-Hasegawa para la construcción de árboles 

filogenéticos. 

SMRT: Single Molecule Real Time Sequencing. Secuenciación en tiempo real de 

una sola molécula. 

SNP’s: Single Nucleotide Polymorphism. Polimorfismo de nucleótido único. 

SOLiD®: Sequencing by Oligonucleotide Ligation and Detection. Secuenciación por 

ligación y detección de oligonucleótidos. 

TAM: Indole Acetic Acid synthesis via Tryptamine Pathway. Vía de la triptamina para 

la síntesis de ácido indol acético. 

TGS: Third Generation Sequencing. Tecnologías de secuenciación de tercera 

generación. 

TYGS: Type Strain Genome Server. Servidor de genomas de cepas tipo. 

ZAS: Zonas áridas y semiáridas. 

ZMW: Zero Mode Waveguide. Guía de ondas de modo cero. 

Para facilitar su identificación, las abreviaturas se resaltaron en su primera aparición 

en el texto con negritas. 

 

 

 

 

 

 



XI 
 

RESUMEN 

Las PGPR son un grupo de bacterias asociadas a la rizósfera de las plantas que 

favorecen su desarrollo y crecimiento a través de diferentes actividades metabólicas 

como la producción de hormonas vegetales -por ejemplo el ácido indolacético-, la 

producción de enzimas líticas para solubilizar complejos inorgánicos -conduciendo 

a la mayor disponibilidad de nutrientes como K, N, P y S-, la inducción de resistencia 

sistémica de las plantas y el control biológico de fitopatógenos -mediante la 

producción de compuestos antimicrobianos-, entre otras. Su utilización para la 

formulación de bioinoculantes ha incrementado en los últimos años ya que han 

demostrado incrementar el crecimiento y la productividad de diferentes cultivos, 

principalmente de interés económico, reduciendo la dependencia de fertilizantes y 

pesticidas químicos, lo que contribuye al establecimiento de una agricultura 

sostenible. 

Las PGPR presentes en ambientes extremos como las zonas áridas son de vital 

importancia para las plantas que ahí se desarrollan, ya que les proporcionan 

nutrientes y ayudan a mitigar los efectos de estreses bióticos y abióticos, confiriendo 

a las plantas nativas, como las cactáceas, la capacidad de crecer en condiciones 

ambientales difíciles, incrementando su establecimiento y supervivencia, por lo que 

los estudios de la comunidad bacteriana asociada a cactáceas son de gran interés. 

Uno de los enfoques más utilizados hoy en día para dicho fin es el análisis genómico 

ya que permite conocer la diversidad de organismos cultivables y no cultivables, 

realizar análisis genéticos, filogenéticos y taxonómicos, además de detectar genes 

de interés en bacterias con potencial biotecnológico como las cepas P. atacamensis 

EMP42, Stenotrophomonas sp. EMP41 y B. inaquosorum EMP2, que son cepas 

aisladas de la rizósfera de E. platyacanthus, con características genómicas 

importantes que le confieren la capacidad de promover el crecimiento de las plantas 

y cuyo uso es confiable en términos de bioseguridad pues no son bacterias 

patógenas de humanos ni animales. 
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ABSTRACT 

PGPR are a group of bacteria associated with the rhizosphere of plants promoting 

their development and growth through different metabolic activities, such as, the 

production of plant hormones -for example indoleacetic acid-, the production of lytic 

enzymes to solubilize inorganic complexes -leading to greater the availability of 

nutrients such as K, N, P and S-, the induction of systemic resistance in plants, and 

the biological control of phytopathogens -through the production of antimicrobial 

compounds- among others. Their use in the formulation of bioinoculants has 

increased in recent years, as they have been shown to increase the growth and 

productivity of different crops, mainly those of economic interest, reducing the 

dependence on chemical fertilizers and pesticides, and contributing to the 

establishment of a more sustainable agriculture.  

PGPR present in extreme environments like arid zones are of vital importance for 

the plants growing there, as they provide nutrients and help in mitigating the effects 

of biotic and abiotic stresses; giving native plants, such as cacti, the ability to grow 

in difficult environmental conditions, thus increasing their establishment and survival. 

In this sense, the studies focusing on the bacterial community associated with cacti 

are of great interest.  

Currently, one of the most widely used approaches for this purpose is genomic 

analysis, since it allows us to know the diversity of cultivable and non-cultivable 

organisms, to perform genetic, phylogenetic and taxonomic analyses, and to detect 

genes of interest in bacteria with biotechnological potential. The bacterial strains 

Pseudomonas atacamensis EMP42, Stenotrophomonas sp. EMP41 and B. 

inaquosorum EMP2, were isolated from the rhizosphere of Echinocactus 

platyacanthus, share the ability to promote plant growth and their use is reliable in 

terms of biosafety since they are not pathogenic for humans. 
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3. INTRODUCCIÓN 

3.1. Bacterias Promotoras del Crecimiento Vegetal (PGPR) 

Las rizobacterias promotoras del crecimiento de plantas, conocidas como PGPR por 

sus siglas en inglés (Plant Growth Promoting Rhizobacteria; Kloepper, 1978), son 

un grupo de bacterias asociadas a la rizósfera de las plantas que favorecen su 

desarrollo y crecimiento mediante diversas actividades metabólicas. El uso de este 

tipo de bacterias en cultivos vegetales ha producido incrementos en el crecimiento 

y la productividad vegetal (De-Bashan et al., 2007), además de reducir la 

dependencia de fertilizantes químicos y, por consiguiente, la contaminación 

asociada a ellos (Chauhan et al., 2015).  

Las PGPR también son utilizadas con fines de biorremediación (Grobelak et al., 

2015), y son una parte integral en los procesos de revegetación y reforestación ya 

que, al adicionarlos al suelo, pueden reducir la erosión de éste (Bashan et al., 

2005a). Por lo tanto, el estudio de las PGPR es de gran relevancia en el ámbito 

agroecológico, ya que podrían ayudar a combatir el rápido deterioro ambiental, 

garantizar una mejor productividad agrícola y mejorar la estructura del suelo (Basu 

et al., 2021), lo que conduce al establecimiento de una agricultura más sostenible 

(Chauhan et al., 2015). 

3.1.1. Mecanismos de la promoción del crecimiento 

La rizósfera es la zona de suelo bajo influencia del sistema radicular de las plantas, 

caracterizada por tener gran actividad microbiana debido al intercambio químico que 

tiene lugar (Chauhan et al., 2015). Por un lado, las plantas liberan una amplia gama 

de compuestos orgánicos como azúcares, aminoácidos y ácidos orgánicos, que 

sirven como fuente de carbono y energía para los microorganismos. Estos 

microorganismos, a su vez, llevan a cabo diversas actividades metabólicas que 

impactan en el desarrollo de las plantas al proporcionar nutrientes como nitrógeno, 

fósforo, hierro, entre otros (Rico-Jiménez et al., 2021; Velasco-Jiménez et al., 2020).  

Dichas actividades metabólicas catalogadas como mecanismos PGPR se clasifican 

en dos grandes grupos: a) mecanismos directos, son aquellos que influyen en el 

metabolismo de la planta, en este grupo se encuentran la producción de inductores 

de crecimiento como las hormonas vegetales (auxinas, citocininas y giberelinas) que 

propician la elongación y división celulares y radiculares; y el aumento de la 

disponibilidad de nutrientes como nitrógeno, fósforo y hierro, necesarios para la 

síntesis de biomoléculas esenciales, mediante la solubilización de dichos minerales 

(Ferreira et al., 2019). b) mecanismos indirectos, son aquellos que no influyen en el 

desarrollo de la planta, sin embargo, si colaboran con el mismo, induciendo la 

resistencia sistémica y ejerciendo control biológico sobre microorganismos 

fitopatógenos, mediante la competencia por nutrientes y la producción de 

compuestos antagónicos como antibióticos y enzimas líticas (Tabassum et al., 

2017).  
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La mayoría de las bacterias promotoras del crecimiento de las plantas pertenecen 

al Phylum Pseudomonadota, anteriormente Proteobacteria (Oren & Garrity, 2021), 

siendo Pseudomonas, Azospirillum, Burkholderia, Enterobacter, Rhizobium, 

Erwinia, Serratia, Acinetobacter y Alcaligenes algunos de los géneros más 

representativos (Basu et al., 2021; Carro & Nouioui, 2017). Sin embargo, también 

se han identificado PGPR en otros géneros y Phyla. Por ejemplo, dentro del Phylum 

Bacillota, anteriormente Firmicutes  (Hashmi et al., 2020; Oren & Garrity, 2021), 

destacan géneros como Aneurinibacillus, Bacillus, Brevibacillus, Clostridium, 

Lysinibacillus, Virgibacillus, Terribacillus, Staphylococcus y Halobacillus. Asimismo, 

en el Phylum Actinomycetota, anteriormente Actinobacteria (Oren & Garrity, 2021) 

se han encontrado géneros como Agromyces, Arthrobacter, Streptomyces, Frankia, 

Solirubrobacter, Patulibacter y Rubrobacteria (Boukhatem et al., 2022). Distintos 

miembros de estos géneros bacterianos se han encontrado asociados a plantas en 

diferentes ecosistemas y condiciones climáticas, desde bosques (Li et al., 2022) y 

selvas (Arce-Inga et al., 2022; Lirio-Paredes et al., 2022) hasta manglares 

(Shakilabanu et al., 2012) y zonas áridas y semiáridas (Saraf et al., 2011). 

3.1.2. PGPR en zonas áridas 

Las zonas áridas, que comprenden las categorías de hiperáridas, áridas y 

semiáridas, se caracterizan por una escasez hídrica significativa, con 

precipitaciones anuales inferiores al promedio mundial, que para 2023 fue de 742.31 

mm (Global Climate Monitor). Bajo este parámetro, son consideradas como zonas 

hiperáridas las que reciben entre 0 y 100 mm de precipitación anual, las zonas 

áridas entre 100 y 250 mm, y las zonas semiáridas entre 250 y 500 mm (González 

Medrano, 2012). 

En México, las zonas áridas y semiáridas (ZAS) representan el 65% del territorio 

nacional (SADR, 2023), y cerca del 26% de estas zonas se encuentra en alguna 

etapa del proceso de desertificación (CONAZA, 2019). Debido principalmente a las 

actividades humanas, que aumentan la velocidad del proceso por encima de la 

capacidad de recuperación del ecosistema, dificultando su desarrollo sostenible, la 

conservación del mismo, y limitando su productividad (Granados-Sánchez et al., 

2013). 

La degradación de las ZAS conlleva a la desertificación, y abarca varios aspectos; 

erosión eólica y/o hídrica, deterioro de las características fisicoquímicas y biológicas 

del suelo (que en estas regiones es una capa poco profunda), reducción de la 

biomasa vegetal y sustitución o desaparición de la vegetación primaria (González 

Medrano, 2012; Granados-Sánchez et al., 2013; Zhang, 2020). La vegetación 

natural de las zonas áridas está sujeta a condiciones ambientales drásticas y 

extremas que limitan su supervivencia, lo que aunado a factores antropogénicos 

como el cambio en el uso del suelo (hacia agrícola, ganadero, o asentamientos 

humanos), provoca la degradación y desaparición de la cubierta vegetal que protege 

al suelo de la erosión (Alanís Flores & Velazco Macías, 2008; Bashan et al., 2005b).  
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En suelos erosionados el restablecimiento de la cobertura vegetal no puede darse 

de manera natural, sin embargo, varias especies de plantas de las ZAS, 

especialmente las que pertenecen a la familia Cactaceae, pueden funcionar como 

estabilizadores del suelo y ser usadas para prevenir la erosión (Bashan et al., 

2005b). Por lo anterior, el estudio de las cactáceas en las ZAS es de particular 

interés a pesar de que poseen baja tasa de establecimiento y lento crecimiento, que 

limitan su uso (Ibarra-Díaz et al., 2016). 

En este contexto, el uso de bacterias de tipo PGPR es importante ya que, por un 

lado, desempeñan un papel fundamental en la dinámica biogeoquímica, la 

estructura del suelo y la estabilidad del ecosistema, proveyendo de nutrientes a los 

suelos estresados donde el desarrollo de microorganismos nativos es pobre (Saraf 

et al., 2011). Por otro lado pueden conferir a las cactáceas la capacidad de crecer 

en las condiciones de estrés ambiental a las que están sujetas, ya que realizan 

actividades que contrarrestan dicho estrés como la producción de osmolitos, la 

mejora de la captación de agua y nutrientes,  la protección contra daños oxidativos 

y la estimulación del desarrollo radicular por producción de ácido indol acético (IAA), 

ACC desaminasa y expopolisacáridos (Etesami & Maheshwari, 2018; Karnwal et 

al., 2023),  incrementando su capacidad de adaptación y su supervivencia. 

3.1.3. PGPR asociadas a cactáceas (Echinocactus platyacanthus) 

México es uno de los principales centros de diversidad cactológica del mundo, 

albergando 670 de las cerca de 2,000 especies existentes de cactáceas, de las 

cuales el 77% son endémicas (Schwertner-Charão et al., 2022). Los miembros de 

la familia Cactaceae constituyen un grupo de plantas morfológicamente 

heterogéneo, capaz de ocupar los estratos herbáceo, arbustivo y arbóreo (Portillo 

et al., 2021), y se concentran principalmente en las zonas áridas y semiáridas del 

país como los desiertos de Chihuahua y Sonora. 

Las cactáceas son uno de los grupos de plantas mejor adaptadas a las condiciones 

ambientales extremas de las zonas áridas, gracias a características como la 

suculencia, que les permite acumular gran cantidad de agua; la reducción o 

eliminación de la presencia de hojas, que disminuye la evapotranspiración; el 

metabolismo ácido de las crasuláceas (CAM), que permite realizar la fase oscura 

de la fotosíntesis y apertura de estomas durante la noche, para reducir la 

evapotranspiración; el desarrollo de estructuras de protección contra depredadores 

y radiación solar como espinas, lana, cerdas; y un sistema radicular extenso y 

ramificado que sirve de anclaje en los suelos adelgazados de las zonas áridas y 

para la captación de agua y nutrientes (Jiménez-Sierra, 2011). Además, las 

cactáceas proveen servicios ecosistémicos vitales, incluyendo la alimentación 

humana y animal, proporcionan hábitat y refugio a la fauna silvestre, y contribuyen 

a la prevención de la erosión y la estabilización del suelo antes mencionadas, que 

destacan la importancia ecológica de estas plantas (Huamaní-Sulca et al., 2020; 

Stavi, 2022). 
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Por otro lado, las cactáceas son unos de los grupos de plantas más amenazadas, 

la NOM-059-SEMARNAT-2010 incluye cerca de 300 especies en alguna categoría 

de riesgo de supervivencia (Herrera, 2010); la pérdida de cualquier especie vegetal 

conlleva a un proceso de empobrecimiento biológico y a la pérdida de los servicios 

ecosistémicos relacionados con la especie extinta. Es por ello que han surgido un 

gran número de estrategias de protección y conservación de cactáceas 

amenazadas como la recolección de semillas, la propagación ex situ de especies 

vegetales en jardines botánicos (Domínguez & Aldana, 2021), el establecimiento de 

áreas de protección como reservas naturales, programas de adopción y cuidado 

(SEMARNAT, 2018), y la inoculación con bacterias de tipo PGPR para aumentar su 

capacidad de adaptación y supervivencia en programas de conservación de 

especies en riesgo (Li et al., 2024).   

Es por ello que en los últimos años el estudio de las comunidades bacterianas 

asociadas a cactáceas ha ido en aumento, sin embargo los estudios sobre PGPR 

constituyen un campo relativamente poco explorado, considerando que existen 

cerca de 2000 especies de cactáceas y sólo se han estudiado las comunidades 

bacterianas asociadas a menos del 1% de ellas; algunas de las especies estudiadas 

son Pachycereus pringlei, Stenocereus thurberi, Mammillaria fraileana y Opuntia 

cholla (Bashan & de-Bashan, 2010), Mammillaria carnea, Opuntia pilifera y 

Stenocereus stellatus, tres cactáceas nativas del Valle de Tehuacán-Cuicatlán 

(Aguirre-Garrido et al., 2012) y Mammilaria spp y Coryphanta radians, nativas del 

semidesierto de Querétaro (Chávez-Ambriz et al., 2016). 

Otros estudios se enfocan en el análisis de la fracción cultivable de bacterias 

asociadas a cactáceas de la región de Caatinga, Brasil, capaces de crecer con baja 

disponibilidad de agua, para ser utilizadas en la recuperación de suelos desérticos, 

al brindarle a las plantas la capacidad de crecer en condiciones de estrés hídrico 

(Kavamura et al., 2013). En Perú se estudiaron las comunidades bacterianas 

presentes en la rizósfera de Opuntia ficus-indica (L.) Mill (Campaña-Olaya et al., 

2018). Respecto a Echinocactus platyacanthus, se aislaron y caracterizaron 

bacterias asociadas a su rizósfera (de la Torre-Hernández et al., 2020) y, en otro 

trabajo, se realizó el análisis del efecto que tiene la contaminación por Zn en el 

suelo, sobre la diversidad de la microbiota asociada a ella, para explicar su alta 

tolerancia al estrés ambiental (Carabalí et al., 2019). 

Bacterias de los géneros Bacillus y Pseudomonas suelen ser las más abundantes 

en la rizósfera de las plantas (Debasis et al., 2019), específicamente en E. 

platyacanthus (de la Torre-Hernández et al., 2020); han sido reportados como 

fijadores de nitrógeno (Erturk et al., 2010; Nakbanpote et al., 2014), solubilizadores 

de fosfato (Datta et al., 2011; Ogata et al., 2016), productores de fitohormonas 

(Erturk et al., 2010; Nakbanpote et al., 2014) y con capacidad de ejercer control 

biológico sobre diferentes hongos fitopatógenos (Figueroa-López et al., 2016; 

Wahyudi et al., 2011). 
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Es importante mencionar que algunas especies de los géneros bacterianos antes 

mencionados han sido reportados como patógenos oportunistas en humanos, por 

ejemplo, Bacillus cereus, Pseudomonas aeruginosa y Stenotrophomonas 

maltophilia, es por ello que en términos de bioseguridad es indispensable hacer una 

identificación taxonómica precisa de las PGPR que puedan ser utilizadas como 

bioinoculantes. 

3.2. Secuenciación de DNA y análisis genómico 

Las técnicas moleculares como la secuenciación de DNA y los análisis genómicos 

se erigen como herramientas eficientes en la clasificación bacteriana (Keswani et 

al., 2019). Estas herramientas permiten conocer la diversidad de organismos 

cultivables y no cultivables en diversos hábitats; además de realizar análisis 

genéticos, filogenéticos y taxonómicos a nivel de especie, analizar la transferencia 

horizontal de genes y detectar genes asociados a la biosíntesis de enzimas, 

proteínas u otros metabolitos relevantes con potencial biotecnológico (Cadena-

Zamudio et al., 2016). 

3.2.1. Secuenciación de genomas 

La secuenciación de DNA es una herramienta fundamental en la biología molecular 

utilizada desde hace décadas, a lo largo de los años se han desarrollado diferentes 

técnicas de secuenciación que se clasifican en primera, segunda y tercera 

generación, de acuerdo con características que serán explicadas más adelante. El 

primer método de secuenciación, desarrollado por Sanger y Coulson en 1975, se 

basaba en la síntesis enzimática del DNA en ausencia de uno de los cuatro 

desoxinucleótidos trifosfato (dNTPs), lo que permitía detener la síntesis previo al 

dNTP faltante; los fragmentos de DNA resultantes, cada uno con un extremo 3' 

diferente según el dNTP omitido, se trataban con exonucleasa T4 en presencia de 

un único dNTP marcado radioactivamente, esta enzima eliminaba los nucleótidos 

del extremo 3' hasta encontrar el dNTP complementario al presente en la reacción, 

de esta manera solo las cadenas que terminaban en el dNTP específico 

permanecían marcadas. Finalmente, los fragmentos marcados se separaban por 

tamaño mediante electroforesis en gel de poliacrilamida y se visualizaban por 

autoradiografía. La comparación de las bandas obtenidas en cada una de las cuatro 

reacciones (una por cada dNTP), permitía deducir la secuencia de DNA (Sanger & 

Coulson, 1975). 

Posteriormente Maxam y Gilbert (1977) propusieron una técnica de secuenciación 

química en la cual el DNA es cortado en bases específicas con enzimas de 

restricción y sometido a modificaciones químicas que incluyen el marcaje 

radioactivo con 32P, la escisión de una G/A o C/T, y la metilación de la base que no 

fue removida, por último los fragmentos se resuelven en un gel de poliacrilamida 

(uno para purinas y otro para pirimidinas) donde se aprecia un patrón de bandas 

claras y oscuras resultantes de la metilación de A/C y G/T respectivamente (Maxam 

& Gilbert, 1977).  
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El método de Maxam y Gilbert tuvo poca relevancia por la complejidad de la técnica 

y fue sustituido por métodos más rápidos y eficientes como la secuenciación 

enzimática de Sanger, la cual en ese mismo año tuvo una modificación importante 

que consistió en el reemplazo de los dNTPs marcados con radioactividad por di-

desoxriboinucleótidos trifosfato (ddNTPs, que carecen del OH en el extremo 3’, 

necesario para la polimerización de nucleótidos), permitiendo la terminación 

controlada de la cadena de DNA, los ddNTPs estaban marcados con 32P para su 

detección por autoradiografía (Sanger et al., 1977),  posteriormente el marcaje se 

hizo con fluoróforos para su detección automatizada por electroforesis capilar 

(método moderno). 

Estas técnicas de secuenciación son consideradas como la primera generación de 

tecnologías para la determinación de la secuencia del DNA y, aunque la 

secuenciación de Sanger sigue siendo utilizada para la obtención de secuencias de 

regiones específicas que incluyen marcadores moleculares como el gen 16S rRNA 

y genes que codifican una gran variedad de enzimas. Desde hace varios años se 

ha buscado no solo la secuenciación de fragmentos particulares, sino la obtención 

de genomas completos, por lo que han surgido diferentes tecnologías más rápidas, 

poderosas, eficientes y rentables, comparadas con la secuenciación de Sanger 

(Dorado et al., 2021). 

Las nuevas tecnologías de secuenciación, conocidas como NGS por sus siglas en 

inglés (Next Generation Sequencing), se caracterizan principalmente por su 

capacidad para generar una gran cantidad de datos mediante la secuenciación 

masiva y en paralelo (desde miles hasta centenas de miles) de moléculas 

independientes de DNA, incrementado notablemente el rendimiento del proceso de 

secuenciación. Considerando que las técnicas de primera generación solo permitían 

analizar desde una hasta 64 reacciones de secuenciación a la vez, resultó en un 

gran avance en el rendimiento de la secuenciación de DNA (Hu et al., 2021). 

Existen diferentes plataformas de secuenciación NGS que se caracterizan por la 

técnica utilizada para la generación de datos y por el tipo, cantidad y calidad de los 

mismos (Knief, 2014). Sin embargo todas comparten una serie de pasos 

universales: 1)   Ruptura del genoma total en fragmentos pequeños de DNA (entre 

200 y 1000 pb); 2) Elaboración de bibliotecas mediante la unión de oligos en los 

extremos de los fragmentos pequeños de DNA; 3) Amplificación de los fragmentos 

anteriores; y 4) Secuenciación de los fragmentos amplificados mediante diferentes 

metodologías (Eguiarte et al., 2013), principalmente por la Reacción en Cadena de 

la Polimerasa (PCR; Quail et al., 2012). 

Las plataformas más representativas de esta generación de secuenciadores son la 

pirosecuenciación 454 de Roche (actualmente en desuso), las plataformas SOLiD® 

(por sus siglas en inglés, Sequencing by Oligonucleotide Ligation and Detection) de 

Life Technologies, la secuenciación por semiconducción de Ion Torrent de la misma 

compañía y las diferentes plataformas de Illumina®. Estas últimas siguen siendo las 
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más utilizadas hasta el día de hoy y se basan en la secuenciación por síntesis 

utilizando una tecnología de terminación reversible y etiquetas fluorescentes, en 

bibliotecas de DNA producidas por amplificación en puente dentro de una celda de 

flujo (Bentley et al., 2008). 

Los distintos sistemas de secuenciación de nueva generación tienen en común la 

producción de datos en gran magnitud, en el orden de las “Gigabases” o 

“Terabases” (Cadena-Zamudio et al., 2016), lo que facilita la obtención de genomas 

completos en una corrida. Los resultados obtenidos permiten realizar análisis 

metagenómicos, caracterizar relaciones evolutivas entre genomas o dilucidar el 

papel de diversas proteínas, enzimas o metabolitos (Cadena-Zamudio et al., 2016), 

por lo que se han vuelto indispensables en el campo de la investigación científica 

(Lee & Tang, 2012). Sin embargo, los datos producidos por plataformas NGS son 

constituidos por secuencias cortas con longitudes de 250-800 pb, que al 

ensamblarse pueden presentar variaciones estructurales o regiones de baja 

complejidad (segmentos cuya composición está sesgada, presentada como 

secuencias repetidas o con composición aleatoria;  Hu et al., 2021). 

Para reducir los errores del ensamble de lecturas cortas de las plataformas NGS se 

han ido desarrollando nuevas tecnologías que constituyen la tercera generación de 

plataformas de secuenciación (Third Generation Sequencing, TGS por sus siglas en 

inglés). Se característica principal es producir secuencias largas de 10 a 300 kb, 

además a diferencia de los secuenciadores de segunda generación, éstos no 

requieren un paso de amplificación durante la preparación de la librería genómica, 

permitiendo la secuenciación directa de una sola molécula (Bleidorn, 2016). Esta 

generación de secuenciadores está representada por la secuenciación en 

nanoporos de Oxford Nanopore Technologies (ONT) y la secuenciación en tiempo 

real de una sola molécula (SMRT) de Pacific Bioscience (PacBio; Quail et al., 2012). 

Esta última se basa en la secuenciación en tiempo real de la molécula de DNA, 

incorporando nucleótidos marcados con fluorescencia, en una matriz de aluminio 

conocida como chip o celda SMRT con alrededor de 150,000 pozos, cada uno 

denominado guía de ondas de modo cero (ZMW), donde se llevan a cabo 

reacciones simultáneas que pueden generar datos de hasta 1 Gb (Rhoads & Au, 

2015). 

La selección de la plataforma a utilizar depende del tipo de estudio que se desea 

realizar, de la cantidad y calidad de datos que se desea obtener, de los costos y de 

la disponibilidad del equipo de secuenciación (Eguiarte et al., 2013); el uso de cada 

plataforma representa ventajas y desventajas (Tabla 1) que deben evaluarse para 

su adecuada selección. 
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Tabla 1: Características de algunas plataformas de secuenciación de nueva generación (Eguiarte et 

al., 2013; Hu et al., 2021)  

Plataforma Compañía 

Lecturas 

por 

corrida 

Longitud 

de las 

lecturas 

(pb) 

Ventajas Desventajas Aplicaciones 

SOLiD 
Life 

Technologies 

1.4 x 

106 
75+35 

Pocos errores 

de 

secuenciación 

Barato 

Mucha 

información 

Lecturas 

cortas 

Análisis de 

datos 

complicado 

Resecuenciación de 

genomas 

Caracterización y 

conteo de 

trascriptómas 

Obtención de SNP’s, 

RagTags y GBS 

Metagenómica 

Ion 

Torrent 

Life 

Technologies 

0.4-5.5 x 

106 
200-400 

Alta precisión 

Buena 

profundidad de 

cobertura 

Fragmentos 

grandes 

Preparación 

compleja 

Caro 

Secuenciación y 

resecuenciación de 

genomas 

Obtención de SNP’s 

Caracterización de 

transcriptomas 

HiSeq Illumina 
5,000 x 

106 2 x 150 Barato 

Alta precisión 

Buena 

profundidad de 

cobertura 

 

Lecturas 

cortas 

Largos 

tiempos de 

corrida 

Resecuenciación de 

genomas 

Caracterización y 

conteo de 

trascriptomas 

Metagenómica 

MiSeq Illumina 25 x 106 2 x 300 

NextSeq Illumina 
260 x 

106 2 x 150 

NovaSeq Illumina 
20,000 x 

106 2 x 250 

Sequel I y 

II 
PacBio 

370,000 

x 106 6-20 kb 

Secuenciación 

en tiempo real 

Fragmentos 

largos 

Reduce 

ambiguedades 

Errores de 

secueciación 

Alto costo 

Secuenciación y 

resecuenciación de 

genomas 

Metagenómica 

MinIon ONT 
4.4 x 

106 

Hasta 

300 kb 

Secuenciación 

rápida y barata 

Secuenciador 

portátil 

Análisis de 

datos en tiempo 

real 

Alta tasa de 

error 

Secuenciación de 

DNA, amplicones y 

cDNA 

Secuenciación 

directa de RNA 

3.2.2. Análisis genómicos 

El estudio del genoma completo de un organismo requiere de diferentes etapas de 

análisis que van desde la secuenciación hasta el uso herramientas bioinformáticas 

para realizar la reconstrucción genómica, la identificación de la función de genes de 

interés, análisis filogenómicos y análisis comparativos. Iniciando con la 

secuenciación, una vez que se ha seleccionado la plataforma para dicho fin, se 

obtiene un conjunto de datos en crudo constituido por un gran número de 

secuencias con longitudes variadas (reads), que deben ser procesadas para la 
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obtención de la secuencia y la estructura genómica, entendiendo esta última como 

la organización del material genético en cromosomas, plásmidos, etc.   

Para la reconstrucción genómica, en primer lugar, es necesario realizar un análisis 

de calidad de las secuencias con softwares como NGSQC Toolkit (Patel & Jain, 

2012), PRINSEQ (Schmieder & Edwards, 2011) y fastQC, siendo este último el más 

utilizado. El puntaje de Phred o puntaje de calidad Q es el parámetro generalmente 

utilizado por estas herramientas para evaluar la calidad de las secuencias, este 

consiste en la estimación de la probabilidad de que una base se haya determinado 

incorrectamente, dicha probabilidad es dada por una escala logarítmica negativa 

(Q=−10xlog10(P), donde p es la probabilidad de error estimada para esa base 

llamada) de modo que una puntuación q más alta indica una llamada de base más 

segura (Ewing et al., 1998).  

Posteriormente es necesaria la eliminación de secuencias de baja calidad, 

adaptadores y el filtrado de lecturas cortas, para ello existen herramientas como 

Trimmomatic (Bolger et al., 2014), Cutadapt (Martin, 2011), Atropos (Didion et al., 

2017) y BBDuk de BBtools, entre otros. Una vez depuradas las lecturas se procede 

a la reconstrucción de la secuencia genómica completa, para ello se cuenta con 

distintos ensambladores como Spades (Bankevich et al., 2012), Flye (Kolmogorov 

et al., 2019)  o Velvet (Zerbino & Birney, 2008); o paqueterías bioinformáticas como 

los softwares Geneiuos Prime (Kearse et al., 2012) o DNAStar (DNAStar Inc.);  que 

permiten el ensamble de las múltiples reads obtenidas, en una secuencia única 

correspondiente al genoma que se secuenció, además de determinar la 

organización del material genético, análisis filogenómicos, realizar la comparación 

de genomas y la anotación de genes.  

Con la secuencia completa del genoma es posible realizar, por un lado, análisis 

filogenómicos y, por otro, la anotación de genes que consiste en la identificación o 

predicción de las características funcionales de las regiones codificantes del 

genoma, es decir, la localización de genes y la predicción de los productos 

derivados de ellos como enzimas, RNAs, etc. (Seemann, 2014). Para ello existen 

un gran número de softwares y plataformas que pueden ser utilizados, por ejemplo; 

Prokka (Seemann, 2014), Bakta (Schwengers et al., 2021), Diamond (Buchfink et 

al., 2014), Prokariotic Gene Annotation Pipeline (PGAP; Tatusova et al., 2016), 

Rapid Annotation using Subsystem Technology (RAST; Aziz et al., 2008), entre 

otros. La anotación funcional de genomas completos es la base para realizar 

análisis de genómica comparativa.  

3.2.3. Análisis filogenómico 

Es un método que permite conocer la relación entre un grupo de organismos, 

comprende el estudio de la historia evolutiva de las especies, la evolución de genes, 

la identificación taxonómica, el descubrimiento de nuevas especies, así como la 

investigación de la ruta de infección de microorganismos patógenos, entre otros 

(Horiike, 2016).  
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Este tipo de análisis se realizan utilizando datos moleculares como las secuencias 

de DNA, RNA y proteínas. Anteriormente la filogenia bacteriana se infería a partir 

del análisis de la secuencia que codifica para la subunidad pequeña del ribosoma 

(16S rRNA), sin embargo, hoy se sabe que este gen carece de precisión para la 

delimitación de especies (Janda & Abbott, 2007), por lo que con el paso del tiempo 

han surgido nuevas técnicas que superan esta limitante como los análisis multilocus 

de secuencias (MLSA) y los análisis basados en el genoma completo 

(filogenómicos) como la hibridación DNA-DNA. 

El MLSA es una técnica ampliamente utilizada para la postulación de relaciones 

filogenéticas entre microorganismos, consiste el análisis de secuencias 

concatenadas de 6 a 8 genes centrales o de copia única (Kim et al., 2021). 

Originalmente esta técnica se realizaba a partir de la amplificación de marcadores 

moleculares mediante PCR y su posterior secuenciación. Las secuencias de los 

genes (o fragmentos de ellos) se procesaban con herramientas bioinformáticas 

hasta la construcción de una secuencia concatenada, que se utilizaba para la 

construcción de árboles filogenéticos (Hanage et al., 2006; Maiden et al., 1998). 

Estos árboles son representaciones gráficas que pretenden establecer las historias 

evolutivas del microorganismo en estudio respecto a otros microorganismos 

relacionados previamente reportados en bases de datos como pubMLST (Jolley et 

al., 2018). 

El surgimiento de nuevas tecnologías de secuenciación de genomas completos ha 

revolucionado algunas técnicas de análisis molecular, como el MLSA, que ahora se 

puede llevar a cabo mediante la identificación de los genes marcadores dentro de 

una secuencia genómica completa. Esto permite la construcción de la filogenia a 

partir de la secuencia concatenada construida con los genes identificados, lo que 

reduce costos y trabajo para este tipo de análisis. Los resultados obtenidos son 

similares o superiores a los que se obtendrían con el MLSA tradicional. Actualmente 

existen diferentes herramientas con las que se puede realizar este tipo de análisis 

a partir de la secuencia genómica de un microorganismo como; seq2mlst (Carroll, 

2017), BTyper (Carroll et al., 2017), MLSTar (Ferrés & Iraola, 2018), entre otros. 

Sin embargo, aunque el MLSA produce una clasificación taxonómica más precisa 

que la generada con el análisis del gen 16S rRNA, se basa en utilizar sólo una 

pequeña fracción del total de genes, por lo que no puede considerarse un verdadero 

método filogenético a escala genómica (Meier-Kolthoff & Göker, 2019). Por otro lado 

existen análisis filogenómicos que consisten en la comparación de la secuencia 

genómica completa mediante la hibridación DNA-DNA in silico dDDH (digital DNA-

DNA Hybridization), utilizada por herramientas como el Bacterial Genome Tree de 

BV-BRC Genomics y el Type Strain Genome Server (TYGS) de Digital Resources 

of the Leibniz Institute (Meier-Kolthoff & Göker, 2019), o la identidad promedio de 

nucleótidos ANI (Average Nucleotide Identity), parámetro en que se basa la 

herramienta TrueBac ID de EzBioCloud (Ha et al., 2019) para la clasificación 

bacteriana.  
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Estas herramientas analizan las secuencias genómicas previamente reconstruidas, 

mediante su comparación con bases de datos propias y permiten inferir las 

relaciones filogenéticas entre las bacterias de forma precisa al comparar la mayor 

parte de los genes centrales de las cepas en estudio con los de cepas tipo 

depositadas en sus bases de datos. En términos generales esta comparación 

consiste en la identificación de entre 1 a 3 genes centrales (dependiendo de la 

herramienta), incluido el 16S rRNA, que se utilizan para determinar que cepas tipo 

son más cercanas a la cepa en estudio. Posteriormente se calculan distancias 

intergenómicas con algoritmos propios de cada herramienta; estas distancias son 

utilizadas para calcular las relaciones entre genomas mediante el parámetro de 

identidad utilizado por cada herramienta (dDDH o ANI), lo que contribuye a la 

delimitación de especies y, de manera opcional, culminar con la construcción de un 

árbol filogenómico. 

3.2.4. Genómica comparativa 

La genómica comparativa comprende un conjunto de técnicas que permiten 

encontrar relaciones entre genomas distantes o cercanos, identificar componentes 

útiles para entender las relaciones bioquímicas, fisiológicas y patogénicas de los 

microorganismos, realizar reconstrucciones filogenéticas, predecir funciones de 

genes hipotéticos, identificar regiones intrónicas, sitios de splicing y regiones no 

codificadoras (Chaves et al., 2010) y, principalmente conocer la diversidad genética 

dentro de las especies (Tettelin et al., 2008).  

La reconstrucción y la comparación de genomas bacterianos han revelado que la 

organización cromosómica no se conserva a lo largo de la escala evolutiva y posee 

un contenido génico muy variable, ya que su evolución ocurre principalmente por 

transferencia horizontal de genes, lo que deriva en que dos cepas de la misma 

especie bacteriana puedan tener hasta un 20% de divergencia genética (Bistue, 

2018; Mollerach, 2006).  

Con el análisis genómico comparativo existe la posibilidad de inferir relaciones entre 

las características de organización de los cromosomas y la fisiología celular (Chaves 

et al., 2010), sin embargo, uno de sus principales usos es identificar las secuencias 

conservadas entre las diferentes cepas de una misma especie bacteriana, lo que se 

conoce como genoma central (Carhuaricra-Huaman & Setubal, 2024).  

También es posible revelar regiones genéticas variables o exclusivas de secuencias 

comparadas (Genoma accesorio), que contribuyen al establecimiento del 

pangenoma de una especie, que es el conjunto de todos los genes no redundantes 

de la misma. Esto permite proponer su historia evolutiva, incluida la recombinación 

homóloga, la pérdida, duplicación o ganancia de genes mediante elementos móviles 

o transferencia horizontal (Zhou et al., 2020), y la base de las diferencias fenotípicas 

entre organismos relacionados (Carhuaricra-Huaman & Setubal, 2024). 
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Lo anterior permitió ampliar el conocimiento en diferentes campos como la medicina 

y la fitopatología, donde destacan la epidemiología genómica de bacterias 

patógenas, el descubrimiento de genes asociados con la virulencia y la resistencia 

a los antibióticos, el descubrimiento de los sistemas de defensa antifagos 

(Carhuaricra-Huaman & Setubal, 2024), entre otros. Además, es posible identificar 

secuencias genéticas relacionadas con las características benéficas de las 

bacterias PGPR, punto donde se sitúa este trabajo.   

Los análisis comparativos de genomas requieren de múltiples herramientas como 

EDGAR (Dieckmann et al., 2021), PATRIC (Wattam et al., 2018), PanX (Ding et al., 

2018), Roary (Page et al., 2015), Panseq (Laing et al., 2010), Anvio (Eren et al., 

2020), OrhoVenn (Wang et al., 2015), JVenn (Bardou et al., 2014), entre otros, que 

en conjunto permiten la construcción del Pangenoma y el establecimiento de los 

genomas central y accesorio. 
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4. ANTECEDENTES 

En el laboratorio de Ecología Molecular de la UAM-X, se realizaron dos muestreos 

de la rizósfera de biznagas silvestres nativas de Tolimán, Querétaro, uno al inicio y 

el otro al final de la temporada de lluvias (junio y octubre de 2015, respectivamente), 

asumiendo que la cantidad de agua presente en el suelo podría influir sobre la 

estructura y composición de las comunidades bacterianas presentes en las 

muestras. 

A partir de dichas muestras rizosféricas de E. platyacanthus, se aislaron bacterias 

utilizando medio para heterótrofos. Se obtuvieron 268 aislados cuya morfología 

colonial fue caracterizada, considerando la forma, color, luz transmitida y reflejada, 

superficie, elevación, borde y consistencia de las colonias, así como las 

características celulares que se definieron a través de la tinción de Gram (Salinas-

Virgen, 2015). 

Posteriormente, se extrajo el DNA genómico de los 268 aislados y se amplificó el 

gen 16S ribosomal, mismo que fue utilizado para realizar un análisis de restricción 

enzimática (REA) que permitió hacer el agrupamiento de las bacterias en función 

de sus patrones de restricción. Con esto se obtuvieron 41 ribotipos donde se 

ubicaron los 268 aislados (Salinas-Virgen, 2015). Se seleccionaron cepas 

representantes de cada ribotipo para estudios posteriores considerando un 

representante para los que tuvieran uno o dos aislados agrupados y dos 

representantes para los que tuvieran más de 5 aislados agrupados (4 grupos).  Con 

esto se obtuvieron 45 cepas en estudio a las que se les determinó in vitro su 

potencial para producir indoles (las 45 cepas), solubilizar fosfato inorgánico (36 

cepas), producir sideróforos para diferentes iones metálicos, principalmente hierro 

(6 cepas), y ejercer control biológico sobre el hongo fitopatógeno Fusarium solani 

(22 cepas), como forma de evaluar sus capacidades PGPR.  

Una identificación taxonómica basada en la secuenciación de genes 16S rRNA 

ubicó a estas bacterias en los géneros Bacillus, Pseudomonas y Stenotrophomonas 

principalmente (Salinas-Virgen, 2019), con lo que se determinó que cepas de un 

mismo género e incluso de la misma especie poseen marcadas diferencias en las 

actividades PGPR que realizan por lo que se seleccionó aleatoriamente un 

representante de cada género (Stenotrophomonas sp. EMP41, Bacillus sp. EMP2 y 

Pseudomonas atacamensis EMP42) para hacer un análisis de genómica 

comparativa con cepas previamente reportadas, que permita identificar los 

determinantes genéticos que producen dichas variaciones. 
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5. PREGUNTA DE INVESTIGACIÓN 

¿Cuáles son las diferencias en la composición y estructura genómica de las cepas 

bacterianas de los géneros Bacillus, Pseudomonas y Stenotrophomonas 

previamente seleccionadas, respecto a los genomas depositados de cepas 

relacionadas, que generan variaciones en las actividades PGPR que realizan? 

6. HIPÓTESIS 

Las cepas bacterianas en estudio tienen una organización genómica distinta en los 

determinantes genéticos relacionados con sus capacidades PGPR, comparadas 

con cepas de la misma especie que no presentan o presentan menores capacidades 

PGPR. 

7. OBJETIVOS  

7.1. Objetivo general 

Establecer y anotar las diferencias genómicas entre las cepas; Stenotrophomonas 

sp. EMP41, Bacillus sp. EMP2 y Pseudomonas atacamensis EMP42, con los 

genomas reportados de cepas cercanas filogenéticamente, que puedan 

relacionarse con sus capacidades PGPR. 

7.2. Objetivos específicos 

1. Reevaluar las relaciones filogenómicas de las cepas en estudio mediante 

hibridación DNA-DNA in silico 

2. Secuenciar y reconstruir el genoma de las cepas bacterianas seleccionadas. 

3. Proponer un modelo de organización de los genomas obtenidos. 

4. Realizar la anotación funcional e identificar los genes/operones de las 

regiones diferenciales entre genomas, que puedan estar relacionados a las 

capacidades PGPR de las bacterias en estudio. 
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8. METODOLOGÍA 

Las cepas Bacillus sp. EMP2, Stenotrophomonas sp. EMP41 y Pseudomonas 

atacamensis EMP42, cuyas características PGPR fueron previamente evaluadas 

(de la Torre-Hernández et al., 2020), se procesaron de acuerdo con el flujo de 

trabajo que se muestra en la Figura 1.  Fueron cultivadas en medio líquido TY 

(Anexo I). El cultivo bacteriano se utilizó para la extracción del DNA genómico con 

el Isolate II: Genomic DNA kit (Meridian Bioscience, Cat: BIO-52066), con las 

instrucciones del fabricante (Anexo II). La obtención de DNA de alto peso molecular 

se observó mediante electroforesis horizontal en gel de agarosa al 0.8%, teñido en 

solución de bromuro de etidio (5 µg/mL), usando como marcador de tamaño 

molecular DNA de ʎ/EcoRI (Anexo III). Se hizo la cuantificación en fluorómetro Qubit 

4 con el kit 1X dsDNA HS Assay Kit (Invitrogen, Ref: Q33230), siguiendo las 

instrucciones del fabricante (Anexo IV); y la evaluación de pureza con el Nanodrop 

2000 (Thermo Fisher Scientific, Cat: ND-2000). 

 

Figura 1: Flujo de trabajo para el procesamiento de las muestras desde el cultivo bacteriano hasta 
la obtención y análisis del genoma de cada cepa en estudio. 
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8.1. Obtención de bibliotecas genéticas 

El DNA extraído de cada bacteria se envió a secuenciar al Integrated Microbiome 

Resource (IMR) de la Universidad de Dalhousie en Canadá, con la plataforma 

Ilumina MySeq o PacBio, bajo protocolos estándar del IMR.   

8.2. Análisis bioinformático para el ensamble de genomas 

Los archivos fastQ obtenidos del servicio de secuenciación se procesaron como se 

indica en el flujo de trabajo de la Figura 2, con el uso del software bioinformático 

Geneious prime (Kearse et al., 2012), cuya descripción completa se encuentra en 

el Anexo V. 

 

Figura 2: Flujo de trabajo correspondiente al ensamblaje de los genomas bacterianos a partir de 
los datos de secuenciación obtenidos con las plataformas Ilumina y PacBio. 
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El orden y la orientación de los contigs obtenidos del ensamble se determinaron por 

comparación con un genoma de referencia con la herramienta Mauve (Darling et al., 

2004). El genoma de referencia seleccionado corresponde a la especie tipo más 

cercana a la cepa en estudio, de acuerdo con un análisis filogenético de los genes 

16S rRNA clonados de las cepas en estudio. 

La clonación del gen 16S rRNA se realizó con el objetivo de eliminar la divergencia 

genética inherente a este gen. El proceso de clonación consistió en la amplificación 

del gen 16S rRNA por PCR con los primers 8F y 1492R (Anexo VI), la purificación 

de los productos con el Wizard Genomic DNA Purification Kit (PROMEGA, Ref: 

A1120) con las instrucciones recomendadas por el fabricante (Anexo VII) y la unión 

de los productos de amplificación purificados a un vector de clonación con el 

pGEM®-T Easy Vector Systems (Promega, Cat: A1360) con las instrucciones 

recomendadas por el fabricante (Anexo VIII).  

Posteriormente se transformaron células competentes de E. coli DH5α con el vector 

de clonación mediante electroporación (Anexo IX), las células transformadas se 

seleccionaron en medio LB (Anexo I) suplementado con X-Gal (50µg/mL), IPTG 

(0,1mM). y ampicilina (50µg/mL). Después de la incubación a 37°C, durante 24h, se 

seleccionaron las colonias transformantes y se extrajeron sus respectivos plásmidos 

mediante minipreps (Anexo X, Green & Sambrook, 2012).  

Los plásmidos se linealizaron con la enzima de restricción ScaI.  Los tamaños de 

los amplicones del gen 16S rRNA, así como de los plásmidos linealizados se 

evaluaron mediante electroforesis horizontal en gel de agarosa al 1%, teñido en 

solución de Bromuro de Etidio (5µg/mL), usando el marcador de tamaño molecular 

de 100 a 3,000 pb de AXYGEN (ID: PID0173430, Anexo III). Los genes 16S rRNA 

clonados se enviaron a secuenciar por el método de Sanger, en ambos sentidos de 

la cadena, con los primers M13-PUC F (5’ GTT TTC CCA GTC ACG AC 3’) y M13-

PUC R (5’ CAG GAA ACA GCT ATG AC 3’), a Macrogen, Corea.  

Las secuencias obtenidas se analizaron y editaron con el software Geneious Prime 

(Kearse et al., 2012), siguiendo el protocolo del Anexo XI, para la obtención de la 

secuencia del gen 16S rRNA completa. Estas secuencias se cargaron en la 

herramienta 16S-based ID, del servidor web EzBioCloud, para su identificación 

taxonómica (Yoon et al., 2017). Por otro lado, se alinearon con secuencias 

descargadas de la base de datos de genes 16S rRNA de cepas tipo de EzBioCloud 

(Yoon et al., 2017) y se construyó un árbol filogenético con el método de máxima 

verosimilitud, el modelo de sustitución nucleotídica Jukes-Cantor, determinado 

previamente con el software JModelTest (Darriba et al., 2012), y un análisis de 

Bootstrap de 1,000 aleatorizaciones, en el software Mega 11 (Tamura et al., 2021). 
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8.3. Identificación basada en genoma 

Se hizo una identificación taxonómica de cada cepa en estudio, basada en el 

análisis de la secuencia genómica completa con dos enfoques, la hibridación in 

silico genome to genome (valor dDDH) en la plataforma TYGS del Instituto Leibniz 

(Meier-Kolthoff & Göker, 2019) y la identidad promedio de nucleótidos (valor ANI) 

utilizando la herramienta TrueBack ID de EZBioCloud (Ha et al., 2019). 

8.4. Identificación de genes relacionados con actividades PGPR 

La anotación funcional de los genomas de las bacterias en estudio se realizó con la 

herramienta online PGAP del NCBI (Tatusova et al., 2016). Paralelamente, se 

realizó la búsqueda de los genes/operones PGPR reportados en la literatura para 

los géneros en estudio. Con este listado se identificación los genes/operones 

relacionados con las actividades PGPR de las bacterias en estudio.  

8.5. Identificación de sitios CRISPR-Cas, genes de resistencia y evaluación de 

patogenicidad 

Los sitios CRISPR-Cas se identificaron con el programa CRISPR-Cas Finder 

(Couvin et al., 2018); los genes de resistencia a antibióticos se identificaron por 

comparación de la secuencia genómica con la Base de Datos Integral de 

Resistencia a los Antibióticos (CARD por sus siglas en inglés “Comprehensive 

Antibiotic Resistance Database”; Alcock et al., 2023); y la predicción de la 

patogenicidad bacteriana con el servidor Pathogen Finder (Cosentino et al., 2013). 

El mapa de los genomas donde se observan el contenido y sesgo de GC, la 

anotación funcional, los sitios CRISPR-Cas y los genes de resistencia se generó 

con la plataforma Proksee (Grant et al., 2023). 

8.6. Genómica comparativa 

Este análisis requirió el establecimiento de los pangenomas de las bacterias de cada 

especie para lo que se utilizó el pipeline Roary (Page et al., 2015) con el protocolo 

del Anexo XII, usando solo genomas completos para evitar problemas 

computacionales NP-Hard (Nguyen et al., 2014). Los genomas central y accesorio 

se evaluaron en la plataforma OrthoVenn (Wang et al., 2015), identificando genes 

relacionados a actividades PGPR y generando un árbol filogenómico que contiene 

el número de ortogrupos presentes en cada secuencia genómica con el software 

FastTree2 (Price et al., 2010) a través de OrthoVenn (Wang et al., 2015), utilizando 

el método de máxima verosimilitud, el modelo de evolución Jones Taylor Thornton 

(JTT, Jones et al., 1992) con una aproximación de tasa única para cada sitio (CAT) 

y el test de probabilidad Shimodaira-Hasegawa (SH, Shimodaira & Hasegawa, 

1999) para la determinación de la topología del árbol. 
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9. RESULTADOS 

9.1. Reconstrucción y comparación genómica de Pseudomonas atacamensis 

EMP42 

9.1.1. Introducción 

El género Pseudomonas, perteneciente al Phyllum Pseudomonadota (Oren & 

Garrity, 2021), Clase Gammaproteobacteria, es característico por agrupar bacilos 

Gram negativos de origen ambiental, encontrados generalmente en suelo y agua, 

donde desempeñan funciones ecológicas importantes (Lalucat et al., 2022). 

Algunas especies del género son patógenos oportunistas de humanos como P. 

aeruginosa asociada principalmente a enfermedades nosocomiales entre las que se 

enlistan; neumonía, osteomielitis, infecciones de la piel y del tracto urinario, entre 

otras (Tuon et al., 2022); o fitopatógenos como P. syringae patógeno de una gran 

variedad de plantas como tomate, prímula y Arabidopsis (Yang et al., 2023). 

Sin embargo, la mayoría de las especies de Pseudomonas generalmente son 

saprofitas inofensivas, pues es uno de los géneros más abundantes en la rizósfera 

de plantas como E. platyacanthus (de la Torre-Hernández et al., 2020), y presentan 

una amplia gama de actividades metabólicas que permiten incluirlo en el grupo de 

las PGPR (Zboralski & Filion, 2020). Son capaces de fijar nitrógeno, solubilizar 

potasio, producir fosfatasas y ácidos orgánicos para la solubilización de fosfatos, 

sintetizar fitohormonas que mejoran el desarrollo de tejidos vegetales, producir 

sideróforos que intervienen en la captación de iones metálicos como el hierro, así 

como la producción de antibióticos y diversas enzimas líticas que le confieren la 

capacidad de ejercer control biológico sobre diferentes hongos fitopatógenos, entre 

otros (Sah et al., 2021). 

Los efectos de la inoculación de diferentes especies vegetales con Pseudomonas 

con características PGPR han sido ampliamente reportados, por ejemplo; el 

incremento del desarrollo radicular de tomate inoculado con P. palleroniana, P. 

fluorescens y P. moraviensis productoras de IAA, reflejado en el peso húmedo y 

seco de las raíces (Cochard et al., 2022); la desintoxicación de plantas de garbanzo, 

contaminadas con Cd, con P. fluorescens productora de sideróforos (Syed et al., 

2023); P. psychrotolerans mitiga el estrés salino y promueve el crecimiento de maíz, 

disminuyendo la concentración de ácido abscísico en 1.5 veces, y la concentración 

de ácido jasmónico en un 14.9% respecto a un control sin inocular (Kubi et al., 2021), 

el ácido abscísico, conocido como hormona del estrés, interviene en la señalización 

química para el cierre de estomas y almacenamiento de agua (Khan et al., 2020), y 

el ácido jasmónico, conocido como hormona de defensa, contribuye a la respuesta 

de defensa de las plantas frente a estrés biótico y abiótico (Khan et al., 2019); y P. 

azotoformans mejora el crecimiento de trigo en condiciones de estrés por sequía 

mediante la producción de un expopolisacárido, incrementando el peso fresco 

(25.1%) y seco (19.1%) de la raíz y el peso fresco (11.5%) y seco (10.5%) de los 

brotes respecto a un control sin inocular (Ansari et al., 2021). 
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P. atacamensis una especie recientemente descrita, fue aislada de la rizósfera de 

plantas en floración en el desierto de Atacama, Chile, (Poblete-Morales et al., 2020), 

y posee potencial PGPR (Poblete-Morales et al., 2020). Hasta la fecha, se han 

reportado 25 cepas pertenecientes a esta especie junto con sus respectivos 

genomas en la base de datos de NCBI (National Center for Biotechnology 

Information). Estas cepas han sido aisladas de diferentes ambientes como jardines 

urbanos comunitarios (Mafiz et al., 2021), aislados clínicos (Tohya et al., 2022), 

heces de vaca (NCBI), suelo agrícola (Zboralski et al., 2022) y asociadas a plantas 

(Dolan et al., 2024; Elmahi et al., 2021; Girard et al., 2021); estas últimas exhiben 

algún rasgo PGPR. 

Además, en el estudio previo descrito en los antecedentes, se aisló la cepa P. 

atacamensis EMP42, cuyas características PGPR in vitro e in planta han sido 

descritas con anterioridad (Tabla 2, de la Torre-Hernández et al., 2020; y Tabla 3, 

Salinas-Virgen, 2019); e inicialmente fue identificada como Pseudomonas koreensis 

mediante un análisis taxonómico basado en el gen 16S rRNA (Salinas Virgen et al., 

2020), sin embargo el análisis de su secuencia genómica reveló que en realidad se 

trata de una nueva cepa de Pseudomonas atacamensis. 

Tabla 2: Características PGPR de P. atacamensis EMP42 

Producción de Indoles SPO4 

50.43±1.59 µg/mL 68.86±1.52 µg/mL 

Biocontrol F. solani Producción de Sideróforos 

47.50±2.5% Fe, Ni, Cu, K, Zn, Mo, V, Cd, Co y Pb 

Tabla 3: Parámetros de crecimiento de plántulas de A. thaliana inoculadas con P. atacamensis 

EMP42 

Tratamiento 
Supervivencia 

(%) 

RF 

(%) 

MS* 

(s) 

SS* 

(s) 

IA 

(s) 
NS* NI* 

RD* 

(cm) 

HAB* 

(cm) 

Inoculadas 100 100 2.57 4.83 2.57 6.85 36 2.59 13.46 

No-      

inoculadas 
91.67 90.91 3.27 5.43 3.27 2.72 15.6 2.23 10.68 

Los valores corresponden a la media de 15 plantas evaluadas 7 semanas después de la siembra. 

Los parámetros con * mostraron diferencias significativas. RF - plantas que forman rosetas; MS - 

media del tiempo de aparición del tallo principal; SS - tiempo medio de aparición de tallos 

secundarios; IA - media del tiempo de aparición de las inflorescencias; NS - número medio de tallos; 

NI: número medio de inflorescencias; RD – diámetro medio de la roseta; HAB - media de la altura 

del cuerpo aéreo; s - semanas. 
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Dado que el género Pseudomonas es un género en constante expansión y posee 

importantes características biotecnológicas y PGPR, resalta la importancia de 

realizar la identificación taxonómica precisa junto con un análisis de genómica 

comparativa que permita describir las diferencias genéticas que le confieren 

características con potencial biotecnológico a cepas como P. atacamensis EMP42.  

9.1.2. Resultados y discusión 

9.1.2.1. Análisis taxonómico basado en la secuencia del gen 16S rRNA 

La secuenciación de genes 16S rRNA clonados tenía como objetivo producir una 

identificación más precisa de la cepa EMP42, evitando la divergencia genética 

inherente a este gen. Las 2 secuencias obtenidas correspondieron a 2 de las 5 

copias de los genes 16S rRNA que contiene dicha cepa, la comparación con la base 

de datos EzBioCloud, con la herramienta 16S-based ID, mostró que una copia del 

gen tiene mayor similitud con la cepa tipo Pseudomonas atacamensis M7D1T, y la 

copia 2 con Pseudomonas iranensis SWRI54T (Tabla 4). Las relaciones 

filogenéticas de la cepa EMP42 y otras Pseudomonas estrechamente relacionadas 

se evaluaron con un árbol filogenético basado en secuencias dicho gen (Figura 3); 

como era de esperar, las secuencias de ambas copias del gen se agruparon con las 

cepas tipo antes mencionadas.  

Tabla 4: Comparación de secuencias de las 2 copias del gen 16S rRNA clonadas de la cepa EMP42 

con la base de datos de genes 16S rRNA de cepas tipo de EzBioCloud 

 Cepa tipo más cercana Número de acceso 
Cobertura 

(%) 

Similitud 

(%) 

Clona 1 

(PP838374) 

Pseudomonas atacamensis 

M7D1T 
SSBS01000008 100 99.92 

Clona 2 

(PP838375) 

Pseudomonas iranensis 

SWRI54T 
JABWQU010000041 100 99.73 
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Figura 3: Árbol filogenético de la cepa EMP42 y cepas tipo de Pseudomonas, basado en secuencias 
parciales del gen 16S rRNA (1250 pb). La filogenia se infirió utilizando el método de Máxima 
Verosimilitud; se muestra el árbol con la mayor probabilidad logarítmica (-3020,63). El porcentaje de 
árboles en los que se agruparon los taxones asociados se muestra debajo de las ramas en azul. Las 
pequeñas longitudes de las ramas que representan el número de sustituciones por sitio (valores 
encima de las ramas) corresponden a 1 o 2 variaciones en las secuencias de genes. 

Estas diferencias en la identificación apuntaron a la necesidad de una 

caracterización más profunda basada en la secuenciación del genoma, pues 

aunque la secuencia del gen 16S rRNA se seleccionó inicialmente como marcador 

molecular para estudios filogenéticos bacterianos, hoy en día se sabe que carece 

de suficiente poder discriminatorio para diferenciar especies, por lo que se requieren 

estudios más precisos como MLSA y la taxogenómica (Lalucat et al., 2020). 

9.1.2.2. Reconstrucción genómica y anotación funcional de P. atacamensis 

EMP42  

De la secuenciación del genoma completo se obtuvieron un total de 858,366 

lecturas emparejadas, con una longitud media de 246.7 bases, lo que brinda una 

cobertura del genoma de 99x. La calidad de las secuencias fue evaluada mediante 

el puntaje Phred, el cual fue de 30 para el 95.1% de ellas. Las lecturas con un 

puntaje de Phred mayor a 20 fueron utilizadas para realizar el ensamble de novo 

con el ensamblador de Geneious Prime, obteniendo 110 contigs de buena calidad 

con un N50 de 923,094 pb, una L50 de 2 contigs y un porcentaje de guanina-citocina 

de 59.78%. El mapeo de los contigs con una longitud mayor a 1,000 pb culminó en 

la obtención de la reconstrucción genómica que se muestra en la Figura 4, dónde 

se observa un genoma cerrado de 6,145,328 bp, tamaño que se aproxima al de los 

genomas reportados para cepas de Pseudomonas atacamensis.  
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Figura 4: Mapa del genoma cerrado de P. atacamensis EMP42 con una longitud de 6.145.328 pb. 
Desde el exterior: los círculos 1 y 2 encierran los genes de la cadena principal y la cadena 
complementaria respectivamente; el círculo 3 muestra el contenido de GC; el círculo 4, el sesgo de 
GC; el círculo 5 los loci CRISPR-CAS (2 líneas naranja); los círculos 6 y 7 los genes de resistencia 
(6 líneas rojo oscuro). La escala en Mbp se indica en el círculo interior. 

La identificación basada en la secuencia del genoma completo confirmó que la cepa 

EMP42 es P. atacamensis. La herramienta TruebackID de EzBioCloud (Ha et al., 

2019) arrojó un valor ANI de 96.82%, mayor al límite establecido de 95% para la 

delimitación de especie (Yoon et al., 2017). Mientras que el software TYGS del 

Instituto Leibniz (Meier-Kolthoff & Göker, 2019) produjo un valor dDDH de 72.3%, 

mayor al límite establecido de 70%,(Meier-Kolthoff et al., 2014), ambos parámetros 

son esenciales en la definición de especie bacteriana.  

Adicionalmente se encontró una secuencia de 36,460 pb, que no forma parte del 

cromosoma principal, de acuerdo con la anotación funcional corresponde al genoma 

parcial de un bacteriófago. Cabe mencionar que, si bien existe un gran número de 

reportes de bacteriófagos asociados a Pseudomonas, hasta el momento no existen 

reportes de bacteriófagos asociados a P. atacamensis en la plataforma de NCBI. 
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Con la anotación del genoma realizada se predijeron 5,572 genes, 3 loci de ncRNA 

9 regiones reguladoras de cobalamina, guanidina, fosfatasa trehalosa 6‐fosfato 

(TPP), S-adenosil-L-homocisteína, yybP-ykoY para detección de manganeso y 

mononucleótido de flavina (FMN), además de 5 operones completos de rRNA que 

muestran un 99,94 % de similitud entre sus secuencias 16S. Entre los genes 

codificantes se encuentran aquellos que intervienen en la producción de enzimas 

asociadas con actividades PGPR como los genes de los operones trpABCDE y 

phoABPRUA, entre otros (Tabla 5). 

Tabla 5: Genes involucrados en las características PGPR de P. atacamensis EMP42 

Característica 
PGPR 

Gen Nombre del producto 

Producción de 
IAA 

iaaM Monoamina oxidasa 

N Nitrilasa/cianuro hidratasa/apolipoproteína N-aciltransferasa 

trpA Triptófano sintasa cadena alfa 

trpB Triptófano sintasa cadena beta 

trpC Indol glicerofosfato sintasa 

trpD Antranilato fosforribosiltransferasa 

trpF Fosforribosilantranilato isomerasa 

Movilidad y 
quimiotaxis 

bdlA_1 Proteína transductora/sensora de quimiotaxis aceptora de metilo 

heA Proteína de quimiotáctica CheA 

cheB Glutamato metilesterasa CheB 

cheR Metiltransferasa CheR 

cheV Proteína de quimiotáctica CheV 

cheW Proteína de transducción de señales de quimiotaxis CheW 

cheY Regulador de respuesta a quimiotaxis CheY 

cheZ Fosfatasa de respuesta a la quimiotaxis CheZ 

cpaB Proteína de ensamblaje de pili FLP CpaB 

cpaC Proteína de ensamblaje de pili FLP CpaC 

cpaE Proteína de ensamblaje de pili FLP CpaE 

CS1 Proteína CS1 para la formación de pili contiene el dominio C-terminal 

ctpH Proteína quimiotáctica aceptora de metilo CtpH 

ctpL Proteína transductora/sensora de quimiotaxis aceptora de metilo CtpL 

flaA Proteína flagelina FlaA 

flaG Proteína flagelar FlaG 

fleN Regulador de síntesis flagelar FleN 

flgB Proteína de varilla del cuerpo basal flagelar FlgB 

flgC Proteína de varilla del cuerpo basal flagelar FlgC 

flgD Proteína de ensamblaje de gancho flagelar FlgD 

flgE Proteína de gancho flagelar FlgE 

flgF Proteína de bastón del cuerpo basal flagelar FlgF 
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flgG Proteína de bastón del cuerpo basal flagelar FlgG 

flgH Proteína del anillo L del cuerpo basal flagelar FlgH 

flgI Proteína del anillo P del cuerpo basal flagelar FlgI 

flgJ Peptidoglicano hidrolasa FlgJ para el ensamblaje flagelar  

flgK Proteína FlgK asociada al gancho flagelar 

flgL Proteína FlgL asociada al gancho flagelar 

flgM Factor anti-sigma de biosíntesis flagelar FlgM 

flgN Proteína flagelar FlgN 

flhA Proteína de biosíntesis flagelar FlhA 

flhB Proteína de biosíntesis flagelar FlhB 

flhF Proteína de biosíntesis flagelar FlhF 

fliA Factor sigma de ARN polimerasa para el operón flagelar 

fliE Proteína gancho-basal del complejo corporal flagelar FliE 

fliF Proteína de anillo/collar MS del cuerpo basal flagelar FliF 

fliG Proteína interruptora del motor flagelar FliG 

fliH Proteína de ensamblaje flagelar FliH 

fliI ATPasa FliI exportadora de la proteína flagelar  

fliJ Proteína de exportación flagelar FliJ 

fliK Proteína de control de la longitud del gancho flagelar FliK 

fliL Proteína asociada al cuerpo basal flagelar FliL 

fliM Proteína interruptora del motor flagelar FliM 

fliP Porina del sistema de secreción flagelar tipo III FlipP 

fliQ Proteína de biosíntesis flagelar FliQ 

fliR Proteína de biosíntesis flagelar FliR 

fliS Proteína de biosíntesis flagelar FliS 

fliT Proteína flagelar FliT 

Flp Pili tipo IVb de la familia FLP 

flp/fap Componente de pili Flp/Fap 

gcbA Glutamato metilesterasa reguladora de la respuesta a la quimiotaxis 

gspG Sistema de secreción tipo II pseudopilina mayor GspG 

gspH Sistema de secreción tipo II pseudopilina menor GspH 

gspH/fimT Pseudopilina de la familia GspH/FimT 

gspK Sistema de secreción tipo II pseudopilina menor GspK 

mcpA_1 Proteína quimiotáctica aceptora de metilo 

mcpA_2 Proteína quimiotáctica aceptora de metilo 

mcpH_1 Proteína transductora/sensora de quimiotaxis que aceptora de metilo 

mcpH_2 Transductor sensorial de quimiotaxis 

mcpP_2 Transductor sensorial de quimiotaxis 

mcpQ_1 Proteína quimiotáctica aceptora de metilo 

mcpS Proteína quimiotáctica aceptora de metilo McpS 

mcpU_2 Proteína transductora/sensora de quimiotaxis que aceptora metilo 
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mcpU_3 Proteína transductora/sensora de quimiotaxis que aceptora metilo 

motA Proteína del estator del motor flagelar MotA 

motD Proteína motora flagelar MotD 

otB Proteína motora flagelar MotB 

PAS Proteína quimiotáctica aceptora de metilo que contiene dominio PAS 

pctA Proteína quimiotáctica aceptora de metilo PctA 

pctA Proteína quimiotáctica aceptora de metilo PctA 

pctB Proteína quimiotáctica aceptora de metilo PctB 

pctB Proteína quimiotáctica aceptora de metilo PctB  

pctC Transductor sensorial de quimiotaxis que aceptor de metilo 

wspA Proteína quimiotáctica aceptora de metilo WspA 

wspC Metiltransferasa de quimiotaxis 

ycgR Proteína de freno flagelar YcgR 

Solubilización 
de P 

Apl Fosfatasa alcalina 

ASGA 1-acil-sn-glicerol-3-fosfato aciltransferasa 

corC Proteína de eflujo de magnesio y cobalto CorC 

NaPi Transportador de fosfato dependiente de sodio 

phoB 
Proteína reguladora transcripcional PhoB (SphR) del regulón de 

fosfato 

phoD Fosfatasa alcalina D 

phoH 
ATPasa relacionada con la proteína PhoH inducible por falta de 

fosfato 

phoHv 
ATPasa relacionada con la proteína PhoHv inducible por falta de 

fosfato 

phoP 
Proteína reguladora transcripcional de síntesis de fosfatasa alcalina 

PhoP 

phoQ Sensor histidina quinasa PhoQ 

phoR Proteína sensora de regulón de fosfato PhoR (SphS) 

phoU Proteína reguladora del sistema de transporte de fosfato PhoU 

pitA Transportador de fosfato inorgánico de baja afinidad 

pntA NAD(P) transhidrogenasa subunidad alfa 

pntB NAD(P) transhidrogenasa subunidad beta 

Ppa Pirofosfatasa inorgánica 

ppaX Pirofospatasa inorgánica PpaX 

Ppk Polifosfato quinasa 

Ppx Exopolifosfatasa 

ptsA Permeasa del sistema de transporte de fosfato PstA 

ptsB Proteína de unión a ATP del sistema de transporte de fosfato PstB 

ptsC Permeasa del sistema de transporte de fosfato PstC 

ptsS Transportador de fosfato tipo ABC PstS 

sthA Transhidrogenasa de piridina 

surE Exopolifosfatasa 5'-nucleotidasa SurE 

ybeY 
Hidrolasa YbeY dependiente de metales, implicada en la maduración 

y ensamblaje del rRNA y/o ribosomas 
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ybeZ ATPasa PhoH inducible por falta de fosfato 

Producción de 
sideróforos 

bfrD Receptor de sideróforos dependiente de TonB 

btuB 
Hemina dependiente de TonB, receptor de ferricromo o sideróforo de 

hierro 

cntO Receptor de sideróforos dependiente de TonB 

fcuA Proteína receptora de acromobactina férrica dependiente de TonB 

fecA Proteína transportadora de dicitrato de hierro (III) FecA 

fecL 
Factor Sigma-70 (subfamilia ECF), que controla la biosíntesis de 

pioverdina 

fecR Proteína sensora de sideróforos de hierro 

fhuA Receptor de sideróforos dependiente de TonB 

IUP Proteína de absorción de hierro 

lgrB Sintetasa no ribosomal de biosíntesis de sideróforos 

pbuA Receptor PbuA de pseudobactina férrica M114 

pupB Receptor de membrana externa de ferripioverdina  

pvdA L-ornitina 5-monooxigenasa, PvdA para biosíntesis de pioverdina 

pvdE Sistema de exportación de pioverdina tipo ABC 

pvdH 
L-2,4-diaminobutirato:2-oxoglutarato aminotransferasa para 

biosíntesis de pioverdina 

pvdI Sintetasa no ribosomal de cadena lateral de pioverdina 

pvdJ/pvdD
/pvdP 

Proteína similar a PvdJ/PvdD/PvdP 

pvdL 
Sintetasa no ribosomal de biosíntesis de precursor de cromóforo de 

pioverdina 

pvdM Proteína PvdM similar a dipeptidasa que adapta la pioverdina 

pvdN Aminotransferasa clase V para biosíntesis de pioverdina 

pvdO Enzima de hierro no hemo de la familia SUMF1/EgtB/PvdO 

pvdQ Acil-homoserina lactona acilasa PvdQ 

pvdS Factor sigma PvdS, que controla la biosíntesis de pioverdina 

pvdU Serina/treonina quinasa sensible a pioverdina 

pvdY Componente pequeño de sideróforo sintetasa 

sbnA 2,3-diaminopropionato para biosíntesis de sideróforos SbnA 

sbnB 2,3-diaminopropionato para biosíntesis de sideróforos SbnB 

yqjH Proteína que interactúa con sideróforos 

Control 
Biológico 

ABM Monooxigenasa para biosíntesis de antibióticos  

araC Regulador transcripcional de la familia AraC 

arpC 
Proteína de membrana externa de bomba de eflujo de antibióticos 

ArpC 

BIP Proteína de inmunidad a la bacteriocina 

btuB_3 
Receptor de membrana externa dependiente de TonB para 

ferrienteroquelina y colicinas. 

Cim Proteína de inmunidad a la toxina similar a la colicina E3 

CvpA Proteína de membrana necesaria para la producción de colicina V 

E3/S6 Citotoxina de la familia colicina E3/piocina S6 

FUR Regulador transcripcional de la absorción de hierro férrico 
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hcnA Subunidad de cianuro de hidrógeno sintasa HcnA 

hcnB Subunidad HcnB de glicina deshidrogenasa formadora de cianuro 

hcnC Subunidad de cianuro de hidrógeno sintasa HcnC 

hcpA Efector del sistema de secreción tipo VI de la familia Hcp 

Imm Proteína de inmunidad a la toxina similar a la colicina E3 

pepSY Peptidasa 

prsD Sistema de secreción tipo I de proteasa 

prsE Proteína de fusión de membrana de secreción tipo I 

S Proteína que contiene dominio de piocina tipo S 

S6 Proteína de inmunidad a la toxina de la familia piocina S6 

Otros 

katB Catalasa 

katE Catalasa HPII 

katG Catalasa/peroxidasa HPI 

srpA Catalasa de la familia de las peroxidasas 

ydbD Manganeso catalasa 

 

Como se observa en la tabla anterior, las bases moleculares de las capacidades 

PGPR de la cepa P. atacamensis EMP42 están dadas por la presencia de genes 

que codifican enzimas relacionadas con dichas actividades. En primer lugar, posee 

genes relacionados con la movilidad y quimiotaxis indispensable para la 

colonización de la rizósfera de las plantas y el inicio de la actividad PGPR (Zboralski 

& Filion, 2020), como los operones FlaAB para la síntesis de Flagelina, FlhAB, FliIR 

y FlgDH que intervienen en la síntesis de proteínas flagelares, y los genes CheAVY 

que codifican proteínas quimiotácticas, entre otros. 

En relación con la producción de IAA, se encontraron genes como trpABCDE 

(sintetasas) que participan en la biosíntesis de triptófano (Singh et al., 2021), 

Nitrilasas que intervienen en la producción de IAA por la vía del acetonitrilo (IAN), 

Monoamina oxidasa (iaaM) en la vía de la triptamina (TAM), IAD (Indol-acetaldehído 

deshidrogenasa) en la vía del indol-3-piruvato (IPyA). Estos hallazgos sugieren que 

la cepa en estudio podría ser capaz de producir IAA a través de 3 diferentes vías 

metabólicas, cuya activación depende del estímulo del entorno (Vega-Celedón et 

al., 2016); cabe mencionar que la vía del IPyA es más utilizada por rizobacterias 

benéficas para las plantas (Singh et al., 2022). 

Otros genes importantes son aquellos que intervienen con la solubilización y 

asimilación de P, asegurando su absorción (Kang et al., 2020) como API (fosfatasa 

alcalina), PPA (pirofosfatasa inorgánica), PPX (exopirofosfatasa), phoAPRU que 

conforman el regulón pho encargado de la detección de la disponibilidad ambiental 

de fosfato inorgánico (Monds et al., 2006), ptsABCS (proteínas transportadoras de 

P), etc. 
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La capacidad para producir sideróforos está representada por la presencia del 

operón pvdADEHIJPLMNOQSUY necesario para la biosíntesis de pioverdina, 

sideróforo fluorescente con alta afinidad al hierro, de tipo mixto que contiene un 

grupo catecolato y dos hidroxiamato (Vindeirinho et al., 2021), generalmente 

producido por Pseudomonas (Ringel & Brüser, 2018). También por los genes acs y 

fcu que codifican enzimas que intervienen en la producción y asimilación de 

acromobactina, sideróforo de tipo hidroxicarboxilato inicialmente caracterizado en 

Erwinia chrysanthemi (Münzinger et al., 2000), e identificado también en bacterias 

del género Pseudomonas (Schalk et al., 2020); además posee un conjunto de genes 

similares a los acs que codifican proteínas putativas que podrían intervenir en la 

producción de un sideróforo no caracterizado. 

El control biológico de fitopatógenos esta codificado por genes que intervienen en 

la producción de moléculas con acción antimicrobiana, como E3 y S6 relacionados 

con colicina y piocina, bacteriocinas citotóxicas producidas por bacterias Gram 

negativas (Fathizadeh et al., 2020); el operón hcnABC necesario para la producción 

de cianuro de hidrógeno, metabolito secundario que inhibe el crecimiento de 

hongos, nemátodos e insectos, mediante el bloqueo de la citocromo carbono 

oxidasa en las mitocondrias (Sehrawat et al., 2022);  además de  limitar  la 

disponibilidad de hierro por la producción de sideróforos, como la pioverdina 

codificada por el operón pvdADEHIJPLMNOQSUY. 

También se encontraron 16 genes de resistencia a antibióticos como carbapenem 

(BSU-1), macrólidos (mphK), lincosamida (lmrB y vmlR), nucleósidos (tmrB), 

glicopéptidos (vanTWY), péptidos (mprF), aminoglicósidos-tetraciclina-fenicol 

(ykkCD), agentes desinfectantes y antisépticos (qacGJ), ácido fosfónico (FosBx1) y 

cefalosporinas (BcI). Estos genes forman parte del resistoma intrínseco de la 

bacteria por lo que, a pesar de su presencia en el genoma, es improbable que la 

cepa P. atacamensis EMP42 represente una amenaza clínica (Cox & Wright, 2013), 

ya que fue catalogada como no patógena, con una probabilidad de predicción de 

0.081 menor al umbral establecido (0.3) por el servidor Pathogen Finder.  

Además, fue posible identificar 2 sitios de CRISPR-Cas necesarios para la 
respuesta inmunitaria de las bacterias ante infecciones virales e inserciones de 
elementos genéticos móviles provenientes de transferencia horizontal (Wheatley & 
MacLean, 2021). 

9.1.2.3. Comparación genómica de P. atacamensis EMP42 

El análisis del pangenoma de P. atacamensis se realizó con los 7 genomas 

completos disponibles para evitar dificultades adicionales relacionadas con el uso 

de ensambles fragmentados (Page et al., 2015) o problemas en la formación de 

scaffolds que puedan interferir en la generación del pangenoma (Nguyen et al., 

2014). Algunas características del genoma de las 7 cepas utilizadas para este 

análisis se encuentran en la Tabla 6.  
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Tabla 6: Métricas básicas de los 7 genomas completos de Pseudomonas atacamensis utilizados 

para la genómica comparativa. Todas las secuencias poseen un %GC=60 

Cepa Fuente 
No. de acceso 

GenBank 

Longitud 

(Mbp) 
CDS Contigs Cobertura   Referencia 

P. atacamensis 
EMP42 

rizósfera de E. 
platyacanthus 

CP149965.1 6.145 5,572 1 99x 
(de la Torre-
Hernández et 

al., 2020) 

P. atacamensis 
SM1 

rizósfera de 
palmera datilera 

CP070503.1 5.991 5,469 2 200x 
(Elmahi et al., 

2021) 

P. atacamensis 
MGMM4 

rizósfera de 
girasol 

CP123909.1 6.011 6.011 1 150x 
(Afordoanyi et al., 

2023) 

P. atacamensis 
SWIR7 

rizósfera de trigo CP077081.1 6.084 5,461 1 121x 
(Girard et al., 

2021) 

P. atacamensis 
B21-026 

suelo agrícola CP087187.1 5.970 5,398 1 181x 
(Zboralski et al., 

2022) 

P. atacamensis 

B21-045 
suelo agrícola CP087171.1 5.992 5,405 1 139x 

(Zboralski et al., 

2022) 

P. atacamensis 

B21-050 
suelo agrícola CP087167.1 5.940 5,356 1 216x 

(Zboralski et al., 

2022) 

Se pudo determinar que P. atacamensis tiene un pangenoma abierto y en expansión 

(Figura 5) compuesto por 7,712 genes, de los cuales 3,264 son parte del genoma 

accesorio. Este último se compone de 1,104 genes compartidos por la mayoría de 

los genomas (shell genome) y 2,160 genes compartidos por un subconjunto mínimo 

de los genomas (cloud genome), incluidos aquellos genes presentes en solo uno de 

los genomas (Figura 6-A). La cepa en estudio tiene un genoma central consistente 

con las cepas de referencia y tiene una firma metabólica específica en el cloud 

genome (Figura 6-B), compuesta por genes relacionados a la producción de 

proteínas de transposición para recombinación genética, proteínas relacionadas 

con la replicación y el metabolismo del ADN, y otras proteínas relacionadas con la 

resistencia al cobre y la resistencia al cobalto-zinc-cadmio.  
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A) 

 

B) 

 

Figura 5:Curva Pan-Core genome. El pangenoma de P. atacamensis varía a medida que se agregan 
genomas (en órdenes aleatorios). A) Comparación de genes conservados versus genes totales 
agregados con los genomas. B) Comparación de genes nuevos versus genes únicos agregados con 
los genomas. 

A)  
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B)  

 

Figura 6: Pangenoma de Pseudomonas atacamensis. A) Gráfico de pie que representa la proporción 
de genes dentro de los genomas comparados. Los genes centrales se encuentran en >99% de los 
genomas, el shell genome se encuentra en el 15-95% y el cloud genome está representado en <15%. 
B) Matriz de presencia/ausencia de genes, las ramas del árbol filogenómico muestran el perfil 
genético de cada una de las 7 cepas comparadas. 
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Se determinó que, con la totalidad de los genes, se generan 5,504 clústeres de 

proteínas; de ellos, 5,062 se encuentran en la cepa EMP42 y 4,551 constituyen el 

genoma central en donde están codificadas proteínas con funciones relacionadas a 

la síntesis de DNA, división celular y funciones metabólicas básicas. El árbol 

filogenómico (Figura 7) mostró que P. atacamensis EMP42 es filogenómicamente 

más cercana a P. atacamensis B21-026, ya que ambas cepas tienen un número 

similar de ortogrupos, compartiendo la mayoría de ellos. 

 

Figura 7: Árbol filogenómico de P. atacamensis. Se observa una escala de distancia de 0.001 y en 
morado se encuentra el número de ortogrupos que posee cada cepa analizada. 

En la Figura 5 se muestran los grupos de proteínas exclusivos o compartidos 

presentes en los genomas accesorios de 6 cepas de referencia. Entre los grupos de 

proteínas compartidos se encuentran aquellos relacionados con funciones de PGPR 

como la producción de fosfatasa, la biosíntesis de triptófano, el metabolismo de 

xenobióticos, la formación de biopelículas, el transporte de sideróforos, etc. P. 

atacamensis EMP42 tiene también 7 grupos exclusivos, tres de ellos relacionados 

con proteínas de unión al DNA, transporte y respuesta a la estimulación por cadmio 

-que podrían conferir a la bacteria resistencia al estrés por contaminación con este 

metal- y, los 4 restantes, no tienen una función biológica identificada. 
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Figura 8: Diagrama de Venn de los 208 clústeres de proteínas que la cepa P. atacamensis EMP42 
(en rosa) comparte con alguna de las cepas de referencia B21-026, B21-045, MGMM4, SM1 y 
SWRI76. En las intersecciones de los triángulos se muestra el número de clústeres compartidos y al 
extremo se muestran los clústeres exclusivos de cada cepa. 
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9.1.3. Conclusiones  

La estructura genómica de la cepa EMP42 consiste en un único cromosoma cerrado 

cuya anotación funcional indica que posee un gran número de genes relacionados 

con las características PGPR descritas previamente. La mayoría de dichos genes 

conforman operones completos, no agrupados en islas genómicas, sino más bien 

distribuidos a lo largo de todo el genoma. 

La identificación basada en la secuencia genómica completa indica que la cepa 

EMP42 no es Pseudomonas koreensis, como se había descrito originalmente, sino 

Pseudomonas atacamensis, definido por valores de ANI=96.82% y dDDH=72.3%, 

superiores a los establecidos para la delimitación de especies.  

La comparación genómica de P. atacamensis EMP42 con genomas de otras cepas 

de la misma especie obtenidas de suelos rizosféricos o agrícolas, mostró que la 

mayoría de los genes relacionados con las actividades PGPR se encuentran en el 

genoma accesorio, y no son compartidos por todas las cepas estudiadas, por lo que 

es posible establecer las bases moleculares de las diferencias en las capacidades 

PGPR de estas bacterias.  

9.1.4. Perspectivas 

La presencia de un elemento extracromosomal,  presuntamente un bacteriófago, 

resulta interesante, ya que podría tener implicaciones en la generación de 

variabilidad genética, mediante reordenamientos y/o transferencia de genes. 

Las características PGPR de P. atacamensis EMP42 han sido evaluadas a nivel 

genético y en planta, bajo condiciones controladas, surge la necesidad de realizar 

ensayos que definan su capacidad promotora del crecimiento vegetal en 

condiciones de campo, lo que determinaría si la cepa podría ser utilizada como 

bioinoculante para cultivos de interés además de las cactáceas.  
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9.2. Stenotrophomonas sp. cepa EMP41, nueva especie con características 

PGPR aislada de Echinocactus platyacanthus. 

9.2.1. Introducción 

Stenotrophomonas es un género bacteriano que engloba 35 especies bien 

caracterizadas; pertenece al Phyllum Pseudomonadota (Clase 

Gammaproteobacteria) ya que anteriormente formaba parte del género 

Pseudomonas, sin embargo, sus características fenotípicas permitieron su 

reclasificación (Ghosh et al., 2020). Es característico por agrupar bacilos Gram 

negativos de origen ambiental que se encuentran generalmente en agua y suelo, 

aunque también es posible encontrarlo en otros sitios como ambientes extremos y 

la rizósfera de las plantas (Pinski et al., 2020), por ejemplo S. acidaminiphila aislada 

de un reactor de manto de lodo anaeróbico de flujo ascendente (UASB; Assih et al., 

2002), S. bentonitica aislada de bentonitas españolas (Sánchez-Castro et al., 2017), 

S. lactitubi y S. indicatrix aisladas de platos sucios (Weber et al., 2018), S. koreensis 

aislada de compost (Yang et al., 2006), S. sepilia aislada de hemocultivo (Gautam 

et al., 2021), S. muris aislada de intestino de ratón (Afrizal et al., 2022), S. terrae y 

S. humi aisladas de suelo (Heylen et al., 2007); y algunas asociadas a plantas, como 

S. aracearum y S. oahuensis aisladas de flor ibérica (Chuang et al., 2024) y S. 

pavanii aislada de caña de azúcar (Ramos et al., 2011).  

Algunas de las especies de este género bacteriano son patógenas oportunistas de 

humanos y están relacionadas a enfermedades nosocomiales, como es el caso de 

S. maltophilia relacionada con bacteriemia, infecciones respiratorias como la 

neumonía, endocarditis, infección hepática, ocular, del sistema nervioso, de la 

médula espinal, del tracto gastrointestinal, del tracto urinario, entre otros (Brooke, 

2021). Sin embargo en los últimos años han sido descritas un gran número de ellas 

como S. rhizophila, S. pavanii e incluso S. maltophilia, asociadas a la rizosfera de 

las plantas, donde intervienen en los ciclos biogeoquímicos del azufre y el nitrógeno, 

y en la degradación de diferentes compuestos (Pinski et al., 2020), y con diversas 

características que mejoran el desarrollo de las mismas, que permiten incluirlas 

dentro del grupo de las PGPR como la producción de indoles como hormonas 

vegetales, la solubilización de K, la producción de fosfatasas y ácidos orgánicos 

para la solubilización de P, el control biológico de fitopatógenos mediante la 

producción de antibióticos y enzimas líticas, la producción de sideróforos para la 

captación de diferentes iones metálicos como el hierro, entre otros (Kumar et al., 

2023). 

Los múltiples beneficios de la inoculación de diferentes plantas con bacterias del 

género Stenotrophomonas han sido descritos ampliamente, por ejemplo, el 

aumento de la tolerancia al estrés por sequía de plantas de garbanzo inoculadas 

con Stenotrophomonas sp, aumentando la concentración de los osmoprotectores 

prolina (hasta un 28.9%) y glucosa (hasta 98.6%) respecto a un control sin inocular 

(Sharma et al., 2023). S. rhizophila incrementa la longitud de los brotes de raíz 
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(47.22-63.41%), la biomasa (136.36-156.66%) y la concentración de pigmentos 

fotosintéticos (36.93-92.28%) de lechuga creciendo en condiciones de estrés salino 

y contaminación con diurón, herbicida de efecto prolongado (Silambarasan et al., 

2020). S. maltophilia como agente de control biológico es capaz de reducir hasta un 

55.6%, respecto a un grupo control, la enfermedad del brusone del arroz, causado 

por el hongo Pyricularia oryzae (Badri et al., 2022). 

Sin embargo, existe un gran número de cepas sin clasificar en la base de datos de 

NCBI, tal es el caso de Stenotrophomonas sp. EMP41, cepa aislada de la rizósfera 

de Echinocactus platyacanthus (biznaga dulce), nativa del semidesierto de 

Querétaro. Esta cepa que inicialmente fue identificada como Pseudomonas sp 

mediante un análisis taxonómico basado en la secuencia del gen 16S rRNA, 

también posee importantes características PGPR (Tabla 7; de la Torre-Hernández 

et al., 2020). Análisis posteriores del genoma de esta bacteria indican que podría 

tratarse de una nueva especie de Stenotrophomonas.  

Tabla 7: Características PGPR de Stenotrophomonas sp. EMP41 

Producción de indoles SPO4 

36.61±0.30 µg/mL 65.08±1.54 µg/mL 

Biocontrol F. Solani Producción de sideróforos 

49.17±1.44% Fe, Ni, Cu, K, Zn, Mo, V, Cd, Co y Pb 

Teniendo en cuenta el potencial biotecnológico de la cepa Stenotrophomonas sp. 

EMP41, y la importancia de diferenciar entre bacterias benéficas y patógenas, surge 

la necesidad de hacer una clasificación taxonómica precisa y una comparación 

genómica que permita identificar características genéticas importantes para su 

actividad biológica. 

9.2.2. Resultados y discusión 

9.2.2.1. Análisis taxonómico basado en la secuencia del gen 16S rRNA 

Como se mencionó anteriormente, la secuenciación de genes 16S rRNA clonados 

tenía como objetivo producir una identificación más precisa de la cepa EMP41. Se 

obtuvieron 2 secuencias que corresponden a 2 de las 4 copias de los genes 16S 

rRNA que contiene dicha cepa, la comparación con la base de datos EzBioCloud 

mostró que ambas copias del gen tienen similitud con la cepa tipo 

Stenotrophomonas pavanii DSM 25135 (Tabla 8). Además, las relaciones 

filogenéticas de la cepa EMP41 y Stenotrophomonas estrechamente relacionadas 

se evaluaron con un árbol filogenético basado en secuencias del gen antes 

mencionado (Figura 9); como era de esperar, las secuencias de ambas copias del 

gen se agruparon con S. pavanii DSM 25135T.  
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Tabla 8: Comparación de secuencias de las 2 copias del gen 16S rRNA clonadas de la cepa EMP41 

con la base de datos de genes 16S rRNA de cepas tipo de EzBioCloud 

 Cepa tipo más cercana Número de acceso 
Cobertura 

(%) 

Similitud 

(%) 

Clona 1  Stenotrophomonas pavanii 

DSM 25135T 
LDJN01000038 

100 99.86 

Clona 2 100 99.65 

 

 

Figura 9: Árbol filogenético de la cepa EMP41 y cepas tipo de Stenotrophomonas, basado en 
secuencias parciales del gen 16S rRNA (1400 pb). La filogenia se infirió utilizando el método de 
Máxima Verosimilitud; se muestra el árbol con la mayor probabilidad logarítmica (-2441,90). El 
porcentaje de árboles en los que se agruparon los taxones asociados se muestra debajo de las 
ramas en azul. El árbol está dibujado a escala, con la longitud de las ramas medida en número de 
sustituciones por sitio (valores encima de las ramas). 

Este análisis identificó a la cepa EMP41 como S. pavanii, sin embargo, hoy en día 

se sabe que la secuencia del gen 16S rRNA carece de suficiente poder 

discriminatorio para diferenciar especies (Lalucat et al., 2020), por lo que se requiere 

una caracterización más profunda basada en la secuenciación del genoma. 
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9.2.2.2. Reconstrucción genómica y anotación funcional de Stenotrophomonas sp. 

EMP41 

De la secuenciación del genoma completo se obtuvieron un total de 347,160 

lecturas, con longitudes entre 51 y 103,741 pb, y una longitud media de 4,670 pb, lo 

que brinda una cobertura del genoma de 366X. La calidad de las secuencias fue 

evaluada mediante el puntaje Phred, el cual fue de 30 para el 99% de ellas. Las 

lecturas fueron utilizadas para realizar el ensamble de novo en Geneious Prime con 

el ensamblador Flye, obteniendo 1 único contig circular de 4,421,649 pb, de buena 

calidad con una longitud de N50 equivalente a la longitud del contig, una L50 de 1 

contig y un porcentaje de guanina-citocina de 66.8%. El genoma obtenido (Figura 

10) tiene un tamaño y un porcentaje de GC aproximados a los reportados para otras 

cepas de S. pavanii. 

 

Figura 10: Mapa del genoma cerrado de Stenotrophomonas sp. EMP41 con una longitud de 
4,421,649 pb. Desde el exterior: los círculos 1 y 2 encierran los genes de la cadena principal y la 
cadena complementaria respectivamente; el círculo 3 el contenido de GC; el círculo 4 el sesgo de 
GC; el círculo 5 muestra los loci CRISPR-Cas (2 líneas naranja); los círculos 6 y 7 los genes de 
resistencia (seis líneas rojo oscuro). La escala en Mbp se indica en el círculo interior. 
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Con el genoma ensamblado se realizó una identificación basada en genoma en el 

TYGS del Instituto Leibniz donde se determinó que la cepa EMP41 podría tratarse 

de una nueva especie ya que la cepa más cercana a ella, filogenéticamente 

hablando, es Stenotrophomonas sepilia SM16975T, con un dDDH de 65.6%, menor 

al límite establecido de 70%,(Meier-Kolthoff et al., 2014) de acuerdo con esta 

plataforma (Meier-Kolthoff & Göker, 2019). 

Con la anotación del genoma realizada se predijeron 3,963 genes, 16 loci de ncRNA 

20 regiones reguladoras de adenosil metionina, cobalamina, guanidina, glicina, 

tiamina y censo de magnesio; Además de 4 operones completos de rRNA que 

muestran un 99,9% de similitud entre sus secuencias 16S. Entre los genes 

codificantes se encuentran aquellos que intervienen en la producción de enzimas 

asociadas con actividades PGPR como los genes de los operones FliAGKMT 

CheBXYZ trpABCDE y phoABPRUA, entre otros (Tabla 9). 

Tabla 9: Genes involucrados en las características PGPR de Stenotrophomonas sp. EMP41 

Característica 
PGPR 

Gen Producto 

Producción de 
IAA 

trpA Triptófano sintasa cadena alfa 

trpB Triptófano sintasa cadena beta 

trpC Indol-3-glicerol fosfato sintetasa 

trpD Antranilato fosforribosiltransferasa 

trpE Antranilato sintasa componente I 

trpF Fosforribosilantranilato isomerasa 

trpG Antranilato sintasa 

trpI Regulador transcripcional, familia LysR 

Movilidad y 
quimiotaxis 

cheA Histidina quinasa para transducción de señales CheA 

cheB 
Proteína reguladora de la respuesta a la quimiotaxis glutamato metilesterasa 

CheB 

cheD Proteína quimiotáctica CheD 

cheR Metiltransferasa para quimiotaxis 

cheV Proteína quimiotáctica CheV 

cheW Proteína quimiotáctica CheW 

cheY 
Regulador de la quimiotaxis: transmite señales de los quimiorreceptores a los 

componentes motores del flagelo CheY 

cheZ Fosfatasa de respuesta a quimiotaxis CheZ 

fleN Regulador de síntesis flagelar FleN 

fleQ Proteína reguladora flagelar FleQ 

flgA Proteína de formación del anillo P del cuerpo basal flagelar FlgA 

flgB Proteína de varilla del cuerpo basal flagelar FlgB 

flgC Proteína de varilla del cuerpo basal flagelar FlgC 

flgD Proteína de modificación de la varilla del cuerpo basal flagelar FlgD 
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flgE Proteína de gancho flagelar FlgE 

flgF Proteína de varilla del cuerpo basal flagelar FlgF 

flgG Proteína de varilla del cuerpo basal flagelar FlgG 

flgH Proteína del anillo L flagelar FlgH 

flgI Proteína del anillo P flagelar FlgI 

flgJ Proteína flagelar peptidoglicano hidrolasa FlgJ 

flgK Proteína asociada al gancho flagelar FlgK 

flgL Proteína asociada al gancho flagelar FlgL 

flgM Regulador negativo de la síntesis de flagelina FlgM 

flgN Proteína flagelar FlgN 

flhA Proteína de biosíntesis flagelar FlhA 

flhB Proteína de biosíntesis flagelar FlhB 

flhF Proteína de biosíntesis flagelar FlhF 

fliA Factor sigma de la ARN polimerasa para el operón flagelar FliA 

flic Flagelina FliC 

fliD Proteína asociada al gancho flagelar FliC 

fliE Proteína del complejo gancho flagelar-cuerpo basal FliE 

fliF Proteína del anillo M flagelar FliF 

fliG Proteína interruptora del motor flagelar FliG 

fliH Proteína de ensamblaje flagelar FliH 

fliI ATP sintasa específica de flagelo FliI 

fliJ Proteína flagelar FliJ 

fliK Proteína de control de la longitud del gancho flagelar FliK 

fliL Proteína flagelar FliL 

fliM Proteína interruptora del motor flagelar FliM 

fliN Proteína interruptora del motor flagelar FliN 

fliO Proteína de biosíntesis flagelar FliO 

fliP Proteína de biosíntesis flagelar FliP 

fliQ Proteína de biosíntesis flagelar FliQ 

fliR Proteína de biosíntesis flagelar FliR 

fliS Chaperona de secreción flagelar FliS 

fliT Proteína flagelar FliT 

ftcR Regulador transcripcional flagelar FtcR 

motA Proteína de rotación de motor flagelar MotA 

motB Proteína de rotación de motor flagelar MotB 

ycgR Proteína de freno flagelar YcgR 

Solubilización 
de fosfato 

ppa_1 Pirofosfatasa inorgánica 

ppa_2 Pirofosfatasa inorgánica 

corC Proteína de eflujo de magnesio y cobalto CorC 

LAT Transportador de fosfato 
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oprO Porina de membrana externa específica de fosfato/pirofosfato OprO 

oprP Porina de membrana externa específica de fosfato/pirofosfato OprP 

phoA2 Fosfatasa alcalina 

phoB Proteína reguladora de la transcripción PhoB 

phoD Fosfatasa alcalina 

phoH ATPasa relacionada con la proteína inducible por inanición de fosfato PhoH 

phoP Proteína reguladora de la transcripción PhoP 

phoR Proteína sensora de fosfato PhoR 

phoU Proteína accesoria del sistema de transporte específico de fosfato PhoU 

ppaX Pirofosfatasa inorgánica 

ppk Polifosfato quinasa 

ppx Exopolifosfatasa 

ptsA Permeasa del sistema de transporte de fosfato PstA 

ptsB Proteína de unión a ATP para la importación de fosfato PstB 

ptsC Permeasa del sistema de transporte de fosfato PstC 

ptsS Proteína de unión a fosfato PstS 

ybeZ Proteína inducible por inanición de fosfato PhoH 

Producción de 
sideróforos 

bfd Ferredoxina asociada a bacterioferritina 

bfr Bacterioferritina 

bfrD 
Proteína receptora de catecoles monoméricos de hierro de membrana 

externa dependiente de TonB 

btuB_10 Receptor de sideróforos de hierro 

btuB_12 Receptor de enterobactina férrica 

btuB_13 Receptor de enterobactina férrica 

btuB_20 Receptor de sideróforos de membrana externa 

cntO_2 Receptor de sideróforos dependiente de TonB 

dhbA 
2,3-dihidro-2,3-dihidroxibenzoato deshidrogenasa para biosíntesis de 

sideróforos 

dhbB Isocorismatasa para biosíntesis de sideróforos 

dhbC Sintetasa de isocorismato para biosíntesis de sideróforos 

dhbE 2,3-dihidroxibenzoato-AMP ligasa para biosíntesis de sideróforos 

dhbF Sintetasa de péptidos no ribosómicos para biosíntesis de sideróforos 

entD 4'-fosfopanteteinil transferasa para biosíntesis de sideróforos 

exbB Sistema de transporte de sideróforos férricos ExbB 

exbD Sistema de transporte de sideróforos férricos ExbD 

fatA Receptor de hierro-ferricromo 

fcuA Receptor de hierro-ferricromo 

fecA Proteína transportadora de dicitrato de Fe(3) FecA 

fecE Sistema de transporte tipo ABC de sideróforos cobalamina/Fe3+ 

fecR Regulador del transporte de dicitrato de hierro FecR 

feoA Proteína asociada al transportador de hierro FeoA 

feoB Transportador de hierro FeoB 
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fepB 
Sistema de transporte de tipo ABC de Fe3+-hidroxamato, componente 

periplásmico 

fepD 
Sistema de transporte de tipo ABC de sideróforos Fe3+, componente 

permeasa 

fepG Sistema de transporte de tipo ABC de enterobactina, componente permeasa 

fpvA 
Receptor de membrana externa para el coprogeno férrico y el ácido férrico-

rodotorácico 

Fur Proteína reguladora para captación de hierro 

pfeA Receptor de membrana externa de enterobactina 

viuB Sideróforo reductasa férrica dependiente de NADPH 

ylmA Sistema de transporte de complejos de hierro 

yqjH Proteína que utiliza quelantes de hierro 

Zur Proteína reguladora para captación de hierro 

Control 
biológico 

chi1 Quitinasa A 

E3 Proteína de síntesis de colicina V 

btuB_17 Receptor de colicina I 

cirA_1 Receptor de membrana externa para ferrienteroquelina y colicinas 

cirA_2 
Receptor de membrana externa dependiente de TonB para ferrienteroquelina 

y colicinas 

cirA_3 
Receptor de membrana externa dependiente de TonB para ferrienteroquelina 

y colicinas 

Otros 
katA Catalasa 

katE Catalasa 

Las capacidades PGPR de la cepa Stenotrophomonas sp. EMP41 están 

determinadas por la por la presencia de genes que codifican enzimas relacionadas 

con dichas actividades. Esta cepa posee genes relacionados con la flagelación y 

quimiotaxis que facilitan la colonización de la bacteria a la rizósfera de las plantas 

(Adeleke et al., 2021), como los operones FliAGKMT que intervienen en la síntesis 

de proteínas flagelares y los genes CheBXYZ que codifican proteínas 

quimiotácticas, entre otros. 

En relación con la producción de IAA, se encontraron genes como trpBCDES 

(sintetasas) que participan en la biosíntesis de triptófano (Singh et al., 2021), y en 

la síntesis de acetaldehído deshidrogenasa (mhpF) que interviene en la producción 

de IAA por la vía del indol-3-piruvato (IPyA), que es más utilizada por rizobacterias 

benéficas para las plantas (Singh et al., 2022). También se encontraron genes que 

codifican para otras enzimas como las amidasas (gatA) que intervienen en la 

producción de IAA por la vía del acetonitrilo (IAN)  (Adeleke et al., 2021) y 

Monoamina oxidasa (yobN) en la vía de la triptamina (TAM) lo que sugiere que la 

cepa en estudio podría ser capaz de producir IAA a través de 3 diferentes vías 

metabólicas, previamente descritas en bacterias, activadas mediante el estímulo del 

entorno (Vega-Celedón et al., 2016). Cabe mencionar que algunos genes 

necesarios para la transformación del triptófano en el intermediario inicial de las 

diferentes vías, principalmente la IPyA, no fueron encontrados, lo que podría 
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explicarse con una posible conversión directa o con la intervención de otras enzimas 

(Ulrich et al., 2021). 

La solubilización de P está determinada por la presencia de genes de los operones 

phoADEHUX que conforman el regulón pho encargado de la detección de la 

disponibilidad ambiental de fosfato inorgánico (Monds et al., 2006), gppA 

(exopolifosfatasa), PPA (pirofosfatasa inorgánica), API (fosfatasa alcalina), entre 

otros, necesarios para la solubilización y asimilación de P (Kang et al., 2020). 

La producción de sideróforos está representada por la presencia de los genes viuB 

(reductasa) y entD (transferasa) para la síntesis, y fepBCDG para el transporte de 

sideróforos, además de los genes bfd y bfr que codifican bacterioferritina, molécula 

de naturaleza proteica que interviene en la homeóstasis y almacenaje de Fe como 

reserva ante la deficiencia de este metal (Guo et al., 2022) 

El control biológico de fitopatógenos esta codificado por genes que intervienen en 

la producción de moléculas con acción antimicrobiana como E3 relacionada con la 

síntesis de colicina, bacteriocina citotóxica producida por bacterias Gram negativas 

(Fathizadeh et al., 2020); el gen chi1 que codifica una quitinasa, enzima que 

degrada la quitina constituyente de los exoesqueletos de insectos, crustáceos y 

nematodos, así como de la pared celular de hongos, protozoarios y algas 

(Jankiewicz et al., 2020);  además de la limitación de hierro por la producción de 

bacterioferritina antes mencionada. 

Además, fue posible identificar 4 sitios de CRISPR-Cas necesarios para la 

respuesta inmunitaria de las bacterias ante infecciones virales e inserciones de 

elementos genéticos móviles provenientes de la transferencia horizontal (Wheatley 

& MacLean, 2021). También se encontraron 8 genes de resistencia a antibióticos 

como macrólidos-fluoroquinolonas-tetraciclina-fenicol (smeDEF) aminoglicosidos-

cefalosporinas-cefamicina (smeR), aminoglicosidos (AAC), fluoroquinolonas-

tetraciclina (adeF), glicopéptidos (vanY) y agentes desinfectantes y antisépticos 

(qacJ), que forman parte del resistoma intrínseco de Stenotrophomonas spEMP41 

por lo que es improbable que esta cepa no represente un riesgo de salud (Cox & 

Wright, 2013) ya que además fue catalogada como no patógena con una 

probabilidad de predicción de 0.072 menor al umbral establecido (0.3) por el servidor 

Pathogen Finder. 

9.2.2.3. Comparación genómica de Stenotrophomonas sp. EMP41 

Debido a que Stenotrophomonas sp. EMP41 no cuenta con una clasificación a nivel 

de especie su genoma de se comparó con 9 diferentes especies de 

Stenotrophomonas, se utilizaron genomas completos para evitar problemas 

relacionados con el uso de ensambles fragmentados (Page et al., 2015) o en la 

formación de scaffolds que puedan interferir en la comparación genómica (Nguyen 

et al., 2014). Algunas características del genoma de las 10 cepas utilizadas para 

este análisis se encuentran en la Tabla 10. 
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Tabla 10: Métricas básicas de los 10 genomas completos de Stenotrophomonas utilizados para 

genómica comparativa. Todas las secuencias genómicas están constituidas por 1 contig 

Cepa Fuente 
No. de acceso 

GenBank 

Longitud 

(Mbp) 

GC 

(%) 
CDS Cobertura   Referencia 

Stenotrophomonas 

sp EMP41 

Rizósfera de E. 

platyacanthus 
No asignado 4.4 66.8 3,963 366x 

(de la Torre-

Hernández et 

al., 2020) 

S. acidaminiphila 

T0-18 

Biofilm de 

reactor 
CP043567.1 3.8 69 3,486 100x 

(Huyan et al., 

2020) 

S. aracearum 

A5588 
Anthurium CP115543.1 4.3 66.5 3,852 341x 

(Chunag et al., 

2022) 

S. geniculata 

FLMAT1 

 

Psílido asiático 

de cítricos 

CP140571.1 4.5 66.5 4,126 100x 
(Duan & Wu, 

2023) 

S. indicatrix DAIF1 Agua CP037883.1 4.6 66.5 4,198 100x 
(Friedrich et  

al., 2021) 

S. maltophilia 

NCTC10258  
Humano LS483377.1 4.5 66.5 4,080 100x (Doyle, 2018) 

S. nitritireducens 

2001 

Sedimentos 

lacustres 
CP016756.1 4.5 64 3,936 102x 

(Oh & Kim, 

2016) 

S. pavanii Y No determinado AP024684.1 4.6 67 4,232 108.3x 
(Dohra et al., 

2021) 

S. rhizophila Bl2-2 Suelo CP088000.1 4.3 66.5 3,940 100x 
(Lu & Yu,  

2021) 

S. riyadhensis 

ESTM1A_MKCTX4

_10a 

Agua CP155568.1 4.7 66.5 4,197 153x 
(Vinuesa,  

2024) 

 

Se compararon un total de 25,171 genes, de los cuales sólo 71 constituyen el 

genoma central, el resto forman parte del genoma accesorio compuesto de 4,514 

genes compartidos por la mayoría de los genomas (shell genome) y 20,586 genes 

compartidos por un subconjunto mínimo de los genomas (cloud genome), incluidos 

aquellos genes presentes en solo uno de los genomas (Figura 11-A). Claramente la 

cepa en estudio tiene diferencias genómicas importantes con las cepas de 

referencia, reflejadas en una firma metabólica específica en el cloud genome (Figura 

11-B), compuesta por genes relacionados a la producción de proteínas para la 

replicación y el metabolismo del ADN, la división celular, el transporte de 

biopolímeros, ensamble de lipopolisacáridos, el censo de hierro, el transporte de P, 

entre otros. 
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Figura 11: Comparación genómica de Stenotrophomonas spp. A) Gráfico de pie que representa la 
proporción de genes dentro de los genomas comparados. Los genes centrales se encuentran en 
>99% de los genomas, el shell genome se encuentra en el 15-95% y el cloud genome está 
representado en <15%. B) Matriz de presencia/ausencia de genes, las ramas del árbol filogenómico 
muestran el perfil genético de cada una de las 10 cepas comparadas. 

Con la totalidad de los genes se generaron 4,835 clústeres de proteínas, de los 

cuales 3,747 se encuentran en la cepa EMP41 y 2,562 se encuentran en todas las 

cepas comparadas donde se codifican proteínas con funciones básicas 

relacionadas a la síntesis de DNA, división celular y funciones metabólicas básicas. 

El árbol filogenómico (Figura 12) mostró que la cepa Stenotrophomonas sp. EMP41 

es más cercana filogenómicamente hablando a la cepa S. pavanii Y, con quien 

comparte el mayor número de ortogrupos. 
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Figura 12: Árbol filogenómico de Stenotrophomonas spp. Se observa una escala de distancia de 
0.02 y en morado se encuentra el número de ortogrupos que posee cada especie analizada. 

La Figura 13 muestra los grupos de proteínas exclusivos o compartidos presentes 

en los genomas accesorios de 6 cepas de referencia. Entre los grupos de proteínas 

compartidos se encuentran aquellos relacionados con funciones de PGPR como el 

transporte de sideróforos, biosíntesis de lipopolisacáridos para la formación de 

biopelículas, transducción de señales para quimiotaxis, y muchos otros con función 

biológica no identificada como los 8 grupos exclusivos de Stenotrophomonas sp. 

EMP41.  
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Figura 13: Diagrama de Venn de los 820 clústeres de proteínas que la cepa Stenotrophomonas sp. 
EMP41 (en verde) comparte con alguna de las cepas de referencia, S. geniculata FLMAT1, S. 
indicatrix DAIF1, S. maltophilia NCTC10258, S. pavanii Y y S. riyadhensis ESTM1A_MKCTX4_10a. 
En las intersecciones de los triángulos se muestra el número de clústeres compartidos y al extremo 
se muestran los clústeres exclusivos de cada cepa. 
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9.2.3. Conclusiones 

La estructura genómica de la cepa Stenotrophomonas sp. EMP41 consiste en un 

único cromosoma cerrado cuya anotación funcional indica que posee un gran 

número de genes relacionados con las características PGPR descritas previamente. 

La mayoría de dichos genes conforman operones completos, no agrupados en islas 

genómicas, sino más bien distribuidos a lo largo de todo el genoma. 

El análisis filogenómico determinó que la cepa EMP41 puede ser una nueva 

especie, posee un dDDH menor al 70% con S. pavanii, la especie tipo más cercana. 

La comparación con genomas de otras especies de Stenotrophomonas mostró que 

la cepa en estudio es claramente distinta a ellas (dDDH<70%).  

Stenotrophomonas sp. EMP41 posee un genoma accesorio grande, donde se 

encuentran los genes relacionados con sus capacidades PGPR, el que no es 

compartido con las otras cepas estudiadas.  

9.2.4 Perspectivas 

Postular a Stenotrophomonas sp. EMP41 como una nueva especie denominada 

Stenotrophomonas sandovalesii EMP41, cumpliendo previamente con las pruebas 

fenotípicas y genómicas que permitan dicha postulación. 

Las características PGPR de Stenotrophomonas sp. EMP41 han sido evaluadas a 

nivel genético e in vitro, surge la necesidad de realizar pruebas in planta que 

determinen el potencial de la cepa para ser utilizada como bioinoculante de otras 

cactáceas y diferentes cultivos con interés económico. 
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9.3. Genómica comparativa de Bacillus sp. EMP2, aislada de la rizósfera de 

E. platyacanthus. 

9.3.1. Introducción 

El género Bacillus, perteneciente al Phylum Bacillota, antes Firmicutes (Oren & 

Garrity, 2021); está compuesto por bacterias Gram positivas en forma de bastón, 

aerobias o anaerobias facultativas que se encuentran en casi todos los ambientes, 

principalmente en intestino y suelo (Mutlu et al., 2020). Bacterias de este género 

tienen tasas de crecimiento relativamente altas, bajos requerimientos nutricionales 

y la capacidad de esporulación, siendo esta última de gran importancia ya que les 

permite de sobrevivir en ambientes hostiles, volviéndolas candidatas potenciales 

para la elaboración de bioformulaciones agrícolas estables y de alta prevalencia 

(Etesami et al., 2023). 

Algunas bacterias del género Bacillus son patógenos humanos, por ejemplo B. 

cereus que es el agente etiológico de infecciones gastrointestinales causantes de 

síndrome emético o diarreico (Jovanovic et al., 2021); y B. antracis, responsable del 

ántrax, enfermedad infecciosa grave que afecta humanos y animales, causante de 

bacteremia severa y la muerte (Bartholomew et al., 2020). Otras especies son 

patógenas de insectos como B. larvae, B. thuringiensis, B. subtillis y B. 

amyloliquefaciens, ya que producen moléculas con acción larvicida como los 

lipopéptidos, e insecticida como quitinasas, que degradan el exoesqueleto de los 

insectos (Falqueto et al., 2021). 

Sin embargo, la mayoría de las especies de Bacillus son saprófitas inofensivas del 

suelo donde juegan un papel importante en la regulación de ciclos biogeoquímicos 

como el del nitrógeno (Mahapatra et al., 2022); y asociados a plantas donde realizan 

diferentes actividades metabólicas que resultan benéficas para las mismas, como 

la producción de indoles que funcionan como hormonas vegetales, la solubilización 

de fosfatos mediante la producción de fosfatasas y ácidos orgánicos, la capacidad 

de ejercer control biológico sobre organismos fitopatógenos a través de la 

producción de antibióticos y enzimas líticas, la fijación de nitrógeno y la inducción 

de la resistencia sistémica de las plantas (Khan et al., 2022); lo que permite 

clasificarlas dentro del grupo de las PGPR. 

Existen múltiples reportes sobre los beneficios adyacentes de la inoculación de 

plantas con cepas de diferentes especies de Bacillus. Todos los incrementos citados 

se comparan contra controles sin inocular: B. aryabhattai incrementa 107% la 

longitud del brote, 197% la longitud total de la raíz, y 25% el grosor de la raíz de 

plantas de maíz, en cultivo hidropónico (Deng et al., 2022); B. velezensis como 

agente de control biológico reduce la infección por Botrytis cinerea en plantas de 

tomate y fresa en un 50% cada una (Toral et al., 2020); B. tequilensis mejora el 

contenido nutricional del arroz incrementando hasta un 158,46% el contenido de N, 

81.96% el contenido de P y 201.49% el contenido de K, además lo protege contra 
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estrés salino aumentando el contenido de los osmoprotectores prolina, hasta 

144.86%, y azúcar soluble, en más de un 70% (Shultana et al., 2021). 

Actualmente el género Bacillus engloba 250 especies reconocidas, algunas de ellas 

con las características benéficas antes mencionadas (Herrmann et al., 2024), entre 

las que se encuentra B. cabrialesii, bacteria de origen ambiental, de reciente 

descubrimiento, cuya primera cepa fue descubierta como endófita de trigo en 

Sonora, México en el año 2015 (de los Santos et al., 2019). Sin embargo, los 

reportes del beneficio de la inoculación de plantas con esta bacteria son limitados y 

los genomas secuenciados existentes son 6 y sólo 1 está completo (NCBI). 

Sin embargo la clasificación taxonómica de B. cabrialesii basada en marcadores 

moleculares como el gen 16S rRNA no es precisa, ya que posee casi el 100% de 

similitud con B. inaquosorum, que en contraste contiene 138 cepas aisladas de 

diferentes fuentes como kimchi (Regmi et al., 2020), tejido de esponja de mar 

(Bhattacharya et al., 2020) o aguas termales (Geraldi et al., 2022), y también 

asociadas a plantas como uva (Ranade et al., 2024), rizósfera de tomate (Kamali et 

al., 2019), soya (Kim et al., 2022), piña (Vaithanomsat et al., 2022) y trigo (Morales-

Sandoval et al., 2024); es importante mencionar que sólo 7 de estas cepas tienen 

su genoma completamente reconstruido.  

En esta situación de identificación taxonómica imprecisa se encuentra la cepa 

EMP2, aislada de la rizósfera de Echinocactus platyacanthus (biznaga dulce), nativa 

del semidesierto de Querétaro, con características PGPR previamente descritas 

(Tabla 11). La cepa fue identificada inicialmente como B. subtillis, pero un nuevo 

análisis de su secuencia del gen 16S rRNA indicó que podría tratarse de una nueva 

cepa de B. cabrialesii o B. inaquosorum, por lo que surge la necesidad de hacer 

análisis taxonómicos más profundos basados en la secuenciación del genoma 

completo y la comparación genómica, que además permiten enriquecer la base de 

datos genómicos y evaluar características PGPR de las bacterias a nivel genético. 

        Tabla 11: Características PGPR de Bacillus sp. EMP2 

Producción de Indoles SPO4 

33.55±0.48 µg/Ml 28.87±2.63 µg/mL 

Biocontrol F. solani Producción de Sideróforos 

Negativo Negativo 
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9.3.2. Resultados y discusión. 

9.3.2.1. Análisis taxonómico basado en el gen 16S rRNA 

De la clonación de los genes 16S rRNA de la cepa Bacillus sp. EMP2 se obtuvieron 

4 secuencias que corresponden a 6 de las 10 copias de este gen que contiene dicha 

cepa, la comparación con la base de datos EzBioCloud mostró que todas las copias 

del gen tienen similitud con la cepa tipo Bacillus cabrialesii TE3 (MK462260); es 

importante mencionar que las 4 secuencias poseen los mismos porcentajes de 

cobertura y similitud con la cepa tipo Bacillus inaquosorum KCTC13429 

(AMXN01000021, Tabla 12). Las relaciones filogenéticas de la cepa EMP2 y 

bacterias del género Bacillus estrechamente relacionadas se evaluaron con un árbol 

filogenético (Figura 14); como era de esperar, las 4 copias del gen se agruparon con 

las cepas tipo antes mencionadas.  

Tabla 12: Comparación de secuencias de las 4 copias del gen 16S rRNA clonadas de la cepa EMP2 

con la base de datos de genes 16S rRNA de cepas tipo de EzBioCloud 

 Cepa tipo más cercana (Número de acceso) 
Cobertura 

(%) 

Similitud 

(%) 

Clona 1 

B. cabrialesii TE3T (MK462260) / B. 

inaquosorum KCTC13429 (AMXN01000021) 

100 99.66 

Clona 2 100 99.86 

Clona 3 100 99.80 

Clona 4 100 99.86 

 



55 
 

 

Figura 14: Árbol filogenético de la cepa EMP2 y cepas tipo de Bacillus, basado en secuencias 
parciales del gen 16S rRNA (1400 pb). La filogenia se infirió utilizando el método de Máxima 
Verosimilitud; se muestra el árbol con la mayor probabilidad logarítmica (-2137.90). El porcentaje de 
árboles en los que se agruparon los taxones asociados se muestra debajo de las ramas en azul. El 
árbol está dibujado a escala, con la longitud de las ramas medida en número de sustituciones por 
sitio (valores encima de las ramas). 

La comparación de las secuencias del gen 16S rRNA clonadas de la cepa EMP2 no 

permitió hacer una identificación taxonómica precisa pues presenta los mismos 

porcentajes de similitud con cepas tipo de dos especies distintas, lo que hizo 

necesaria una caracterización más profunda basada en la secuenciación del 

genoma, pues la secuencia del gen 16S rRNA carece de suficiente poder 

discriminatorio para diferenciar entre especies de un mismo género bacteriano 

(Lalucat et al., 2020), particularmente en el caso de Bacillus se ha demostrado que 

no es posible diferenciar entre cepas estrechamente relacionadas únicamente con 

el análisis de este gen debido a su naturaleza altamente conservada que 

generalmente sobrepasa el límite establecido para la delimitación de especies, con 

más del 99% de similitud entre secuencias de diferentes especies del género 

(Borriss, 2020; Rooney et al., 2009). Además, el número de copias de genes 16S 

rRNA en diferentes especies es muy variable, en Bacillus puede haber más de 10 

(Liu et al., 2022; Nakano, 2020), y los polimorfismos de un solo nucleótido (SNP) 

presentes en cada copia pueden dar lugar a una sobreestimación de la diversidad 

(Liu et al., 2022). 
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9.3.2.2. Reconstrucción genómica y anotación funcional de Bacillus sp. EMP2 

De la secuenciación del genoma completo se obtuvieron un total de 388,510 

lecturas, con longitudes entre 51 y 172,619 pb, y una longitud media de 5,255 pb, 

con las que se obtiene una cobertura del genoma de 484X. La calidad de las 

secuencias fue evaluada mediante el puntaje Phred, el cual fue de 30 para el 99% 

de ellas. el ensamble de novo de las lecturas produjo 1 único contig linear de 

4,218,157 pb de buena calidad, con una longitud de N50 equivalente a la longitud 

del contig, una L50 de 1 contig y un porcentaje de guanina-citocina de 43.9%. El 

genoma obtenido (Figura 15) tiene tamaño y porcentaje de GC muy cercanos a los 

reportados para otras cepas de B. inaquosorum. 

 

Figura 15: Mapa del genoma cerrado de Bacillus sp. EMP2 con una longitud de 4,421,649 pb. Desde 
el exterior: los círculos 1 y 2 encierran los genes de la cadena principal y la cadena complementaria 
respectivamente; el círculo 3 el contenido de GC; el círculo 4 el sesgo de GC; el círculo 5 muestra 
los loci CRISPR-Cas (2 líneas naranja); los círculos 6 y 7 los genes de resistencia (14 líneas rojo 
oscuro). La escala en Mbp se indica en el círculo interior. 
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Con la secuencia del genoma completo se realizó una identificación basada en 

genoma con la que se determinó que la cepa EMP2 es B. inaquosorum,  con un ANI 

de 98.76%, mayor al límite preestablecido de 95% para la delimitación de especies 

(Yoon et al., 2017), de acuerdo con la herramienta TruebackID de EzBioCloud (Ha 

et al., 2019) y un dDDH de 89.5%, mayor al límite establecido de 70%, (Meier-

Kolthoff et al., 2014) de acuerdo con el TYGS del Instituto Leibniz (Meier-Kolthoff & 

Göker, 2019). Con B. cabrialesii tiene un ANI de 93.97% y un dDDH de 54.4% por 

lo que se descartó que la cepa EMP2 perteneciera a esta especie. 

Con la anotación del genoma se predijeron 4,122 genes codificantes, 64 regiones 

reguladoras para: triptófano, mononucleótido de flavina (FMN), glicina, lisina, 

aminoacilación de aminoácidos (Tbox), metionina (Sbox) y otros más. Contiene 10 

operones completos de rRNA que muestran un 99,9% de similitud entre sus 

secuencias 16S y 86 tRNA. Entre los genes codificantes se encuentran aquellos 

que intervienen en la producción de enzimas asociadas con actividades PGPR 

como los genes de los operones flgBCN, trpABP y phoABDEHRP, entre otros (Tabla 

13). 

Tabla 13: Genes involucrados en las características PGPR de B. inaquosorum EMP2 

Característica PGPR Gen Producto 

Producción de IAA 

iaaH Proteína A de utilización del aminobenzoil-glutamato 

trpA Triptófano sintasa cadena alfa  

trpB Triptófano sintasa cadena beta 

trpC Indol-3-glicerol fosfato sintetasa 

trpD Antranilato fosforribosiltransferasa 

trpE Antranilato sintasa 

trpF N-(5'-fosforibosil) antranilato isomerasa 

trpP Transportador de triptófano 

trpS Triptófano-RNAt ligasa 

Motilidad y quimiotaxis 

cheA Transducción de señales histidina quinasa CheA 

cheB 
Glutamato metilesterasa reguladora de la respuesta a la 

quimiotaxis CheB 

cheC Fosfatasa CheY-P CheC 

cheD Quimiorreceptor glutamina deamidasa CheD 

cheR Glutamato metiltransferasa CheR 

cheV Proteína quimiotáctica CheV 

cheW Regulador positivo de la actividad de la proteína CheA, CheW 

cheY 
Regulador de la quimiotaxis que transmite señales de los 

quimiorreceptores a los componentes motores flagelares CheY 

flaA Flagelina FlaA 

flaB Proteína flagelar FlaB 

flbD Proteína flagelar FlbD 

flbG Proteína flagelar FlbG 
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fleN Regulador de síntesis flagelar FleN 

flgB Proteína de varilla del cuerpo basal flagelar FlgB 

flgC Proteína de varilla del cuerpo basal flagelar FlgC 

flgD 
Proteína de modificación de la varilla del cuerpo basal flagelar 

FlgD 

flgE Proteína de gancho flagelar FlgE 

flgF Proteína de varilla del cuerpo basal flagelar FlgF 

flgG Proteína de varilla del cuerpo basal flagelar FlgG 

flgK Proteína asociada al gancho flagelar FlgK 

flgL Proteína asociada al gancho flagelar FlgL 

flgM 
Regulador negativo de la síntesis de flagelina FlgM anti-

sigma28 

flgN Proteína de biosíntesis flagelar FlgN 

flhA Proteína de biosíntesis flagelar FlhA 

flhB Proteína de biosíntesis flagelar FlhB 

flhF Proteína de biosíntesis flagelar FlhF 

flhG ATPasa ubicación/número del flagelo FlhG 

flhO Proteína del complejo gancho flagelar-cuerpo basal FlhO 

flhP Proteína del complejo gancho flagelar-cuerpo basal FlhP 

fliD Proteína de capuchón flagelar FliD 

fliE Proteína del complejo gancho flagelar-cuerpo basal FliE 

fliF Proteína del anillo M del flagelo FliF 

fliG Proteína del interruptor del motor flagelar FliG 

fliH Proteína de ensamblaje flagelar FliH 

fliI ATP sintasa específica de flagelo FliI 

fliJ Proteína flagelar FliJ 

fliK Proteína de control de la longitud del gancho flagelar FliK 

fliL Proteína asociada al cuerpo basal flagelar FliL 

fliM Proteína del interruptor del motor flagelar FliM 

fliN Proteína del interruptor del motor flagelar FliN 

fliP Proteína de biosíntesis flagelar FliP 

fliQ Proteína biosíntesis flagelar FliQ 

fliR Proteína biosíntesis flagelar FliR 

fliS Chaperona de secreción flagelar FliS 

fliT Proteína de biosíntesis flagelar FliT 

fliW Factor de ensamblaje flagelar FliW 

fliZ Regulador del factor sigma S FliZ 

mcpA 
Proteína sensora/transductora de quimiotaxis aceptora de 

metilo 

mcpB 
Proteína sensora/transductora de quimiotaxis aceptora de 

metilo 

mcpC proteína de quimiotaxis aceptora de metilo 

motA Proteína de rotación de motor flagelar MotA 

motB Proteína de rotación de motor flagelar MotB 
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sigD Factor sigma de la ARN polimerasa para el operón flagelar 

tlpC Proteína de quimiotaxis aceptora de metilo TlpC 

yfmS Proteína de quimiotaxis aceptora de metilo 

yoaH Proteína de quimiotaxis aceptora de metilo 

yviE Proteína asociada al gancho flagelar 

Solubilización de fosfato 

phoA Fosfatasa alcalina PhoA 

phoB Fosfatasa alcalina PhoB 

phoD Fosfodiesterasa/fosfatasa alcalina D 

phoE Fosfatasa PhoE 

phoH ATPasa inducible por inanición de fosfato PhoH 

phoP 
Proteína reguladora de la transcripción de la síntesis de 

fosfatasa alcalina PhoP 

phoR Histidina quinasa PhoR 

ppaC Pirofosfatasa inorgánica dependiente del manganeso 

ppaX Pirofosfatasa PpaX 

ptsG Sistema PTS específico de glucosa 

ptsH Proteína transportadora de fosfato HPr 

ptsI Fosfoenolpiruvato fosfotransferasa 

ptsJ 
Regulador transcripcional, dominio de la familia GntR / 

Aspartato aminotransferasa 

Otros 
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ahpA Peroxidasa específica de biopelícula AhpA 

bslA Proteína de la capa superficial del biofilm BslA 

bslb Proteína de la capa superficial del biofilm BslB 

epsB Proteína tirosina quinasa EpsB 

epsC Proteína de biosíntesis de polisacáridos EpsC 

epsD Glicosiltransferasa EpsD 

epsE Glicosiltransferasa EpsE 

epsF Glicosiltransferasa EpsF 

epsG 
Proteína de biosíntesis de exopolisacáridos de biopelícula 

EpsG 

epsH Glicosiltransferasa EpsH 

epsI Piruvil transferasa EpsI 

epsJ Glicosiltransferasa EpsJ 

epsK Receptor de di-GMP cíclico EpsK 

epsL N,N'-diacetilbacilosamina 1-fosfato transferasa EpsL 

epsM Acetiltransferasa EpsM 

epsN Glutamina-escilo-inositol transaminasa EpsN 

epsO Polisacárido piruvil transferasa EpsO 

mstX Proteína de formación de biopelícula MstX 

remA Regulador de la matriz extracelular/biopelícula RemA 

sipW 
Peptidasa de señalización SipW, necesaria para la secreción 

de TasA 

tapA Proteína de anclaje/ensamblaje de TasA 

tasA Proteína de matriz de biopelícula TasA 
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opcR Regulador transcripcional del operón opuC, OpcR 

opuAA Transportador tipo ABC de betaína de glicina/prolina OpuAA 

opuAB 
Subunidad de la permeasa del transportador tipo ABC de 

betaína y glicina/prolina OpuAB 

opuAC 
Proteína de unión al sustrato del transportador tipo ABC de 

betaína y glicina/prolina OpuAC 

opuBA 
Sistema de transporte tipo ABC de colina, proteína de unión a 

ATP OpuBA 

opuBB 
Sistema de transporte tipo ABC de colina, proteína permeasa 

OpuBB 

opuBC 
Sistema de transporte tipo ABC de colina, proteína de unión a 

colina OpuBC 

opuBD 
Sistema de transporte tipo ABC de colina, proteína permeasa 

OpuBD 

opuCA 
Transportador tipo ABC osmoprotector, proteína de unión a 

ATP OpuCA 

opuCB 
Transportador tipo ABC de glicina 

betaína/carnitina/colina/sulfato de colina permeasa OpuCB 

opuCC 
Lipoproteína de unión al sustrato del transportador tipo ABC 

osmoprotector OpuCC 

opuCD 
Transportador tipo ABC de glicina 

betaína/carnitina/colina/sulfato de colina permeasa OpuCD 

opuD Transportador de glicina betaína OpuD 

opuE Simportador sodio/prolina osmorregulador OpuE 
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 comA 

Regulador positivo de los genes de competencia tardía y 

producción de surfactina (comS, srfA, rapA) 

srfAA Péptido sintetasa no ribosómica surfactina SrfAA 

srfAB Péptido sintetasa no ribosómica surfactina SrfAB 

srfAC Péptido sintetasa no ribosómica surfactina SrfAC 

srfAD Subunidad tioesterasa de la surfactina sintasa SrfAD 

E
s
tr

é
s
 

o
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katA Catalasa 

katE Catalasa 

katX Catalasa 

Las capacidades PGPR de la cepa B. inaquosorum EMP2 están determinadas por 

un conjunto de genes que intervienen en la síntesis de enzimas relacionadas con 

dichas actividades. En primer lugar, la movilidad y la quimiotaxis de la bacteria, 

necesarias para a colonización exitosa de la rizósfera de las plantas, están definidas 

por la presencia de genes codificantes de proteínas quimiotácticas y 

quimiorreceptores (CheABCDRVWY) y proteínas que intervienen en la síntesis de 

estructuras flagelares (fliEGHJLMPQRSW, flgBCN, flhABFGOP, etc). 

La producción de IAA se ve representada por la presencia de los genes 

trpABCDEPS (sintetasas) que participan en la biosíntesis de triptófano (Singh et al., 

2021), iaaH que codifica una hidrolasa involucrada en la síntesis de acetaldehído 

deshidrogenasa, que interviene en la producción de IAA por la vía del indol-3-

piruvato (IPyA), generalmente utilizada por rizobacterias benéficas para las plantas 

(Singh et al., 2022). No fueron encontrados genes relacionados a otras vías de 
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producción de IAA, lo que sugiere que EMP2 sólo produce IAA por la ruta 

mencionada. La solubilización de P está determinada por la presencia de genes de 

los operones phoABDPR que conforman el regulón pho encargado de la detección 

de la disponibilidad ambiental de fosfato inorgánico (Monds et al., 2006), ptsGHIJ 

(transportadores), ppaC (pirofosfatasa), ppaX (pirofosfatasa PPAX), entre otros, 

necesarios para la solubilización y asimilación de P (Kang et al., 2020). 

En el genoma de la cepa EMP2 no se encontraron genes relacionados a la 

producción se sideróforos, ni a la síntesis de quitina, lo que concuerda con la 

caracterización fenotípica de la bacteria (de la Torre-Hernández et al., 2020). Sin 

embargo, fue posible identificar genes relacionados con otras características 

benéficas para las plantas, como el operón epsBCDEFGHIJKO y los genes tasA, 

bslAB, mstX, determinantes de la producción de expopolisacárido y la formación de 

biofilm que mitigan el estrés hídrico (Rajkumar et al., 2024), y el operón opuD/E/ 

AA/AB/AC/BA/BB/BC/BD/CA/CB/CC/CD que interviene en la síntesis y transporte 

de osmoprotectores para aminorar el estrés salino (Ibarra-Villarreal et al., 2021), 

generando tolerancia sistémica inducida (IST) al estrés abiótico al que están 

sometidas las plantas en ambientes adversos (Etesami & Maheshwari, 2018). Otros 

genes encontrados están relacionados a la producción de lipopéptidos como la 

surfactina (srfAA/AB/AC/AD) que podría tener efecto plaguicida contra insectos, 

ácaros y nemátodos en los cultivos (Penha et al., 2020). 

Además, fue posible identificar 2 sitios de CRISPR-Cas necesarios para la 

respuesta inmunitaria de las bacterias ante infecciones virales e inserciones de 

elementos genéticos móviles provenientes de transferencia horizontal (Wheatley & 

MacLean, 2021). También se encontraron 16 genes de resistencia a antibióticos y 

desinfectantes como carbapenem (BSU-1), macrólidos (mphK), lincosamida (lmrB), 

nucleósidos (tmrB) glicopéptidos (vanTWY), lincosamida-estreptogramina (vmlR), 

antibióticos peptídicos (mprF), aminoglicosidos-tetraciclina-fenicol (ykkCD), agentes 

desinfectantes y antisépticos (qacGJ), ácido fosfónico (fosBx1) y cefalosporinas-

penem (BcI), que forman parte del resistoma intrínseco de B. inaquosorum EMP2 

que contribuye al establecimiento y supervivencia de la cepa en el nicho ecológico, 

al no ser afectado por los antibióticos producidos por otros microorganismos 

competentes (Amna et al., 2020). Por otro lado, la cepa fue catalogada como no 

patógena, con una probabilidad de predicción de 0.108, menor al umbral establecido 

(0.3) por el servidor Pathogen Finder, por lo que podría ser utilizada para la 

formulación de bioinoculantes. 

9.3.2.3. Comparación genómica de B. inaquosorum EMP2 

El análisis del pangenoma de B. inaquosorum se realizó con los 7 genomas 

completos de cepas de esta especie disponibles en GenBank, para evitar problemas 

relacionados con el uso de ensambles fragmentados (Page et al., 2015). Algunas 

características del genoma de las 8 cepas utilizadas para este análisis se 

encuentran en la Tabla 14.  
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Tabla 14: Métricas básicas de los 8 genomas completos de Bacillus inaquosorum utilizados para la 

genómica comparativa. Todos los genomas están ensamblados en un contig 

Cepa Fuente 
No. de acceso 

GenBank 

Longitud 

(Mbp) 

GC 

(%) 
CDS Cobertura   Referencia 

B. inaquosorum 

EMP2 

Rizósfera de E. 

platyacanthus 
CP162598 4.2 43.9 4,122 484x 

(de la Torre-

Hernández et 

al., 2020) 

B. inaquosorum 

BIM-B-2002 

Solución 

etanólica 
CP141263.1 4.2 44 4,315 75x 

(Akhremchuk  

et al., 2023) 

B. inaquosorum 

BSY82 

Productos 

probióticos 
CP126534.1 4.2 44 4,316 49x 

(Wang & Shi, 

2023) 

B. inaquosorum 

KCTC-13429 
No determinado CP029465.1 4.4 44 4,374 209.4x (Kim, 2018) 

B. inaquosorum 

SI3 

Suelo 

contaminado con 

metales pesados 

CP135973.1 4.4 44 4,441 1029x 
(Imdad & Ishii, 

2023) 

B. inaquosorum 

LBA001 
Suelo CP127095.1 4.2 44 4,291 100x (Rosas, 2023) 

B. inaquosorum 

M3 

Intestino de 

pescado 
CP123994.1 4.1 44 4,309 99.7x (Shen, 2023) 

B. inaquosorum 

A65-1 

Glycyrrhiza 

uralensis Fisch 
CP096592.1 4.2 44 4,303 100x 

(Kong & Hou, 

2022) 

Con este análisis se determinó que la especie B. inaquosorum tiene un pangenoma 

abierto y en expansión (Figura 16) compuesto por 5,487 genes, de los cuales 3,539 

son parte del genoma accesorio que a su vez se compone de 846 genes 

compartidos por la mayoría de los genomas (shell genome) y 1,102 genes 

compartidos por un subconjunto mínimo de los genomas (cloud genome), incluidos 

aquellos genes presentes en solo uno de los genomas (Figura 17-A). La cepa en 

estudio tiene un genoma central consistente con las cepas de referencia y una firma 

metabólica específica en el cloud genome (Figura 17-B), comparable solo con las 

cepas aisladas de suelo, compuesta por genes relacionados a la producción de 

proteínas de transposición para recombinación genética, proteínas relacionadas 

con la replicación del DNA, con la síntesis de estructuras flagelares y 

peptidoglucano, entre otras.  
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A) 

 

B) 

 

Figura 16: Curva Pan-Core genome. El pangenoma de B. inaquosorum varía a medida que se 
agregan genomas (en órdenes aleatorios). A) Comparación de los genes conservados contra los 
genes totales agregados con los genomas. B) Comparación de los genes nuevos contra los genes 
únicos agregados con los genomas. 
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A) 

 

B) 

 

Figura 17: Pangenoma de Bacillus inaquosorum. A) Gráfico de pie que representa la proporción de 
genes dentro de los genomas comparados. Los genes centrales se encuentran en >99% de los 
genomas, el shell genome se encuentra en el 15-95% y el cloud genome está representado en <15%. 
B) Matriz de presencia/ausencia de genes, las ramas del árbol filogenómico muestran el perfil 
genético de cada una de las 8 cepas comparadas. 
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Con la totalidad de los genes se generaron 4,296 clústeres de proteínas, de los 

cuales 3,962 se encuentran en la cepa EMP2, 3,697 constituyen el genoma central 

en donde se codifican proteínas con funciones básicas relacionadas a la síntesis de 

DNA, división celular, esporulación, quimiotaxis, transporte de aminoácidos, 

funciones metabólicas básicas y algunas relacionadas con características PGPR 

cono la producción de fosfatasas. En árbol filogenómico de la Figura 18 se muestra 

que la cepa EMP2 de B. inaquosorum es más cercana, filogenómicamente 

hablando, de la cepa B. inaquosorum LBA001, ya que ambas cepas tienen un 

número similar de ortogrupos y comparten la mayoría de ellos. 

 

Figura 18: Árbol filogenómico de B. inaquosorum. Se observa una escala de distancia de 0.002 y 
en morado se encuentra el número de ortogrupos que posee cada cepa analizada. 

En la Figura 19 se muestran los grupos de proteínas presentes en los genomas 

accesorios de las 3 cepas de referencia aisladas de suelo, ya que solo con ellas la 

cepa EMP2 comparte algunos clústeres. Entre los grupos de proteínas compartidos 

se encuentran algunos relacionados a la biosíntesis de ácido teicoico y elementos 

de transposición, la mayoría de estos grupos no tienen una función biológica 

identificada. Además, EMP2 posee 4 grupos exclusivos de los cuales 2 

corresponden a elementos de transposición y los otros 2 no tienen una función 

biológica definida. 
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Figura 19: Diagrama de Venn de los 109 clústeres de proteínas que la cepa B. inaquosorum EMP2 
(en azul) comparte con alguna de las cepas de referencia SI3, KCTC-13429 Y LBA001. En las 
intersecciones de los óvalos se muestra el número de clústeres compartidos y al extremo se 
muestran los clústeres exclusivos de cada cepa. 
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9.3.3. Conclusiones 

La estructura genómica de la cepa EMP2 consiste en un único cromosoma cerrado 

cuya anotación funcional indica que posee genes relacionados con las 

características PGPR descritas previamente para esta bacteria. Algunos de esos 

genes conforman operones completos distribuidos a lo largo del genoma.  

Esta cepa fue finalmente identificada como Bacillus inaquosorum al obtener valores 

de ANI=98.76% y dDDH=89.5%, superiores a los establecidos para la delimitación 

de especies.  

La caracterización fenotípica indica que EMP2 no posee notables características 

PGPR, sin embargo, posee genes que codifican para la producción de 

exopolisacáridos (EPS) y osmoprotectores, que reducen el estrés abiótico,  así 

como la producción de lipopéptidos para la prevención de plagas en los cultivos. 

Estas características genéticas son compartidas con otras cepas aisladas del suelo, 

que han sido reportadas como PGPR.  
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10. CONCLUSIONES GENERALES. 

Se reconstruyeron los genomas completos de las tres cepas en estudio, mediante 

la obtención de ensambles de buena calidad. Permitiendo la identificación 

taxonómica precisa de las mismas basada en sus secuencias genómicas 

completas.  

La anotación funcional de cada genoma permitió identificar los genes u operones 

que les confieren las características PGPR a estas bacterias y determinar que los 

mismos se encuentran distribuidos a lo largo del genoma y no están agrupados en 

islas genómicas o elementos extracromosómicos. 

La comparación genómica de las cepas en estudio, con otras del mismo género y/o 

especie previamente reportadas, mostró mayor cercanía en estructura genómica 

con cepas aisladas de orígenes similares. 
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12. ANEXOS 

ANEXO I. Medios de cultivo y soluciones 

Medio LB para selección de transformantes 

Composición: Triptona 10g/L, extracto de levadura 5g/L, NaCl 10g/L y agar 1.5% 

Disolver los reactivos, a excepción del agar, en agua destilada; ajustar el pH a 7 con 

HCl 1N o NaOH 1N; agregar el agar y esterilizar en autoclave durante 15 minutos a 

121°C y 15lb de presión. Una vez atemperado el medio suplementarlo con Xgal 

50mg/mL (50µL por caja para alcanzar una concentración final de 0.01mg/mL) y 

ampicilina 50mg/mL (50µL por caja para alcanzar una concentración final de 

0.01mg/mL); verter 25mL en cajas Petri de 90mm de diámetro. Agregar 100µL de 

IPTG 0.1M sobre cada placa y dispersalo con varilla de vidrio hasta su absorción. 

Medio LB para cultivo de células transformadas 

Composición: Triptona 10g/L, extracto de levadura 5g/L, NaCl 10g/L 

Disolver los reactivos en agua destilada y ajustar el pH a 7 con HCl 1N o NaOH 1N; 

pasar 5mL a tubos de ensayo con tapa de rosca y esterilizar en autoclave durante 

15 minutos a 121°C y 15lb de presión. Una vez atemperado el medio suplementar 

cada tubo con 50µL ampicilina 50mg/mL alcanzar una concentración final de 

0.5mg/mL. 

Medio SOC para transformación celular 

Composición: Triptona 2%, extracto de levadura 0.5%, NaCl 10mM, KCl 2.5mM, 

MgCl2 10mM, MgSO4 10mM y glucosa 20mM 

Disolver los reactivos en agua destilada y ajustar el pH a 7 con HCl 1N o NaOH 1N; 

esterilizar en autoclave durante 15 minutos a 121°C y 15lb de presión. 

Medio TY para cultivo para heterótrofos (Aguirre-Garrido et al., 2012) 

Composición: Triptona 5g/L, extracto de levadura 3g/L y CaCl2 1g/L 

Disolver los reactivos en agua destilada y ajustar el pH a 7 con HCl 1N o Ca(OH)₂ 
1N; distribuir en alícuotas de 5mL en tubos con tapa de rosca y esterilizar en 

autoclave bajo condiciones normales (15 minutos a 121°C y 15lb de presión). 

Medio TYM para células competentes 

Composición: Triptona 2%, extracto de levadura 0.5%, NaCl 0.1M, MgCl2 0.1M 

Disolver los reactivos en agua destilada y ajustar el pH a 7 con HCl 1N o NaOH 1N; 

para medio líquido pasar 5mL de medio a tubos de ensayo con tapa de rosca y 

esterilizar en autoclave bajo condiciones normales (15 minutos a 121°C y 15lb de 

presión). Para medio sólido agregar agar 1.2%, esterilizar con bajo las condiciones 

antes mencionadas y verter 25mL en cajas Petri de 90mm de diámetro. 
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Buffer de carga de DNA para electroforesis 

Composición: Azul de bromofenol 12.5mg/10mL, xilén cianol 12.5mg/10mL, 

glicerol puro 4mL/10mL 

Disolver los reactivos en 4mL de TAE 1X, agregar el glicerol, aforar a 10mL con 

TAE 1X y homogeneizar cuidadosamente evitando la formación de burbujas. 

Buffer de tinción de bromuro de etidio para geles de agarosa para 

electroforesis de DNA 

Composición: EtBr (10mg/mL) 40µL/L 

Agregar 40µL de EtBr 10mg/mL a 500mL de TAE 1X, mezclar y aforar a 1L con 

TAE 1X. 

Ca(OH)₂ 1N 

Composición: Ca(OH)₂ 37.05g/L 

Disolver el reactivo en 500mL de agua destilada y aforar a 1L 

Etanol al 70% 

Composición: EtOH 96% 729.17mL/L 

Aforar a 1L con agua destilada. 

NaOH 1N 

Composición: NaOH 40g/L 

Disolver el reactivo en 500mL de agua destilada y aforar a 1L. 

HCl 1N 

Composición: HCl (37%) 82mL/L 

Agregar lentamente el ácido a un matraz aforado con 918mL de agua destilada. 

Solución de ampicilina 50mg/mL 

Composición: Ampicilina 0.5g/10mL 

Disolver la ampicilina en 5mL de agua destilada y aforar a 10mL, esterilizar por 

filtración con microfiltro de 0.22 µm, conservar a 4°C. 

Solución acetato de sodio 3M pH 5.2 

Composición: CH3COONa 12.36g/50mL 

Disolver el reactivo en 30 mL de agua destilada y aforar a 50mL. 
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Solución acetato de potasio 5M pH 5.2 

Composición: CH3COOK 24.5375g/50mL 

Disolver el reactivo en 25mL de agua destilada y aforar a 50mL. 

Solución de lisis NaOH 100mM/SDS 0.5% 

Composición: NaOH 10mM 10mL/50mL, SDS 0.5% 2.5mL/50mL 

Solución para criopreservación 

Composición: Glicerol 50% (en agua destilada) 

Hacer alícuotas de 900µL en criotubos con tapa de rosca y esterilizar en autoclave 

durante 15 minutos a 121°C y 15lb de presión. 

Solución de IPTG 0.1M 

Composición: IPTG 0.238 g/10mL 

Disolver el reactivo en 5mL de agua destilada, esterilizar por filtración con 

microfiltro de 0.22 µm, conservar en oscuridad a 4°C. 

Solución TfbI para preparación de células competentes 

Composición: Acetato de potasio 1M, MnCl2 1M, KCl 2M, CaCl2 1M y glicerol puro 

15% 

Las soluciones se preparan por separado, se esterilizan en autoclave durante 15 

minutos a 121°C y 15lb de presión y se mezclan en un recibiente estéril y se lleva 

al volumen final con agua destilada estéril previo a su uso. 

Solución TfbII para preparación de células competentes 

Composición: Na-MOPS 1M, KCl 2M, CaCl2 1M y glicerol puro 15% 

Las soluciones se preparan por separado, se esterilizan en autoclave durante 15 

minutos a 121°C y 15lb de presión y se mezclan en un recibiente estéril se lleva al 

volumen final con agua destilada estéril previo a su uso. 

Solución de XGAL 50mg/mL 

Composición: XGAL 0.5g/10mL 

Disolver el reactivo en 5mL de DMSO y aforar a 10mL, esterilizar por filtración con 

microfiltro de 0.22 µm, conservar a 4°C. 

TAE 50X para electroforesis de DNA 

Composición: Tris base 242g/L, ácido acético glacial 57.1mL/L, EDTA 0.5M 

100mL/L 
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Disolver el tris base en 500 mL de agua destilada, agregar el ácido acético y el 

EDTA, aforar a 1L. 

TAE 1X para electroforesis de DNA 

Composición: TAE 50X 20mL/L 

Agregar a 500 mL de agua el TAE 50X, mezclar y aforar a 1L. 
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ANEXO II. Protocolo de extracción de DNA 

El protocolo de extracción del Isolate II genomic DNA Kit (Meridian Bioscience, Cat: 

BIO-52066), en el que se agregó un paso de eliminación de RNA con RNAsa 

(Promega, Ref: A797A), es el siguiente: 

1. Poner 500µL de cultivo fresco de cada bacteria en medio líquido TY (ver 

Anexo I) en microtubos de 1.5mL 

2. Centrifugar a 11,000 rpm por 1min 

3. Descartar el sobrenadante y resuspender el pellet celular en 200µL de 

buffer de Lisis GL 

4. Agregar 25µL de proteinasa K y 200µL de buffer de lisis G3 

5. Incubar a 70°C durante 15min 

6. Mezclar en vórtex 

7. Agregar 3µL de RNAsa e incubar a 37°C por 30min 

8. Mezclar en vórtex 

9. Agregar 210µL de EtOH 96% y agitar en vórtex 

10. Montar la columna en un tubo colector y agregar la muestra 

11. Centrifugar a 10,000 rpm por 1min y se descartar el eluido 

12. Agregar 500µL de buffer de lavado GW1 

13. Centrifugar a 10,000 rpm por 1min y descartar el eluido 

14. Agregar 600µL de buffer de lavado GW2 

15. Centrifugar a 10,000 rpm por 1min y se descartar el eluido 

16. Centrifugar a 10,000 rpm por 1min para eliminar restos de etanol 

17. Pasar la columna a 1 microtubo de 1.5mL previamente rotulado y agregar 

100µL de buffer de elución G precalentado a 70°C 

18. Incubar a temperatura ambiente por 1min 

19. Centrifugar a 10,000 rpm por 1min 

20. Descartar la columna y se conservar la muestra a 4°C 
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ANEXO III. Electroforesis de DNA 

Se utilizaron geles de agarosa para separación del DNA, las concentraciones de 

trabajo generalmente se encuentran entre 0.8% y 1.2%, dependiendo del tamaño 

de la molécula que se va a analizar. La preparación es la siguiente:  

1. Preparar 30mL de gel de agarosa 0.8-1.2% p/v (agarosa / buffer TAE 1X, 

ver Anexo I)  

2. Calentó la mezcla en horno de microondas hasta disolver la agarosa 

3. Verter la solución en la charola para hacer geles y, dentro de ella, colocar 

el peine para formar los pozos 

4. Dejar gelificar durante 20min 

5. Una vez que se solidifique el gel, retirar el peine y colocarlo dentro de la 

cámara de electroforesis con buffer TAE 1X 

6. Cargar 3µL de marcador de tamaño molecular. Los marcadores de 

tamaño molecular utilizados fueron DNA de fago λ digerido con EcoRI, en 

el caso de visualizar DNA de alto peso molecular, y marcador de 100 a 

3,000 pb (Axygen, IDPIDO185432), en el caso de analizar el gen 16S 

rRNA amplificado por PCR o el plásmido linealizado 

7. Mezclar 3µL de cada muestra con 2µL de buffer de carga de DNA (ver 

Anexo I) 

8. Cargar el volumen total de la mezcla anterior en pozos independientes del 

gel (5µL en cada pozo) 

9. Realizar la corrida a 100 volts durante 30min 

10. Colocar el gel en buffer de tinción de bromuro de etidio (0.5µg/mL, ver 

Anexo I) durante 15min 

11. Revelar el gel en transiluminador y fotodocumentador. El transiluminador 

utilizado fue el KODAK EDAS 290 con lámpara UV y se guardó la 

fotografía con el software K1D 
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ANEXO IV. Protocolo de cuantificación de DNA en fluorómetro 

La cuantificación de DNA se realizó en el fluorómetro Qubit 4 (Thermo Fisher 

Scientific, Cat: Q33238) con el 1X dsDNA HS Assay Kit (Invitrogen, Ref: Q33230). 

Preparación de estándares  

El kit utilizado requiere de 2 estándares para la calibración del equipo (incluidos en 

el kit), su preparación es la siguiente:  

1. Agregar 190µL de la solución de trabajo incluida a un microtubo de 0.5mL 

(incluido) previamente rotulado 

2. Agregar 10µL de cada estándar al tubo correspondiente, el volumen final 

por tubo es de 200µL 

Preparación de las muestras 

1. Agregar 198µL de la solución de trabajo incluida a un microtubo de 0.5mL 

(incluido) previamente rotulado 

2. Agregar 2µL de muestra al tubo correspondiente con la solución de 

trabajo (un tubo por muestra) 

3. Mezclar las muestras y los estándares en vórtex durante 3 a 5 segundos. 

4. Incubar a temperatura ambiente durante 2 minutos 

Calibración del equipo 

1. En la pantalla de inicio del equipo seleccionar el programa para el tipo de 

molécula que se está analizando, en este caso “dsDNA” 

2. Elegir el ensayo de acuerdo con el kit que se está utilizando, en este caso 

“1x dsDNA High Sensitivity” 

3. Presionar el botón “Leer estándares” 

4. Insertar el estándar 1 en la cámara para muestras y presionar “Leer 

estándar” 

5. Insertar el estándar 2 en la cámara para muestras y presionar “Leer 

estándar” 

6. Presionar siguiente para completar la calibración del equipo 

Lectura de muestras 

1. Una vez que calibrado del equipo, seleccionar el volumen de la muestra, 

en este caso 2 µL, y las unidades de la muestra de salida, en este caso 

ng/uL 

2. Insertar la muestra en la cámara y presionar “Leer tubo” 

3. Registrar el resultado 

4. Repetir los pasos 2 y 3 con cada muestra 
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ANEXO V. Análisis bioinformático para el ensamble de los genomas bacterianos 

El DNA genómico extraído, de acuerdo a lo descrito en la Sección 8. Metodología 

general, fue enviado al servicio de secuenciación del Integrated Microbiome 

Resource de la Universidad de Dalhousie en Canadá, donde se construyeron 

librerías genéticas para cada cepa en estudio, de acuerdo con la plataforma de 

secuenciación utilizada, mediante protocolos internos del servicio de secuenciación 

desarrollados para cada plataforma. 

El DNA de la cepa P. atacamensis EMP42 fue secuenciado con la plataforma 

Illumina MiSeq y el DNA de las cepas Stenotrophomonas EMP41 y B. inaquosorum 

EMP2 fueron secuenciados con la plataforma PacBio. La diferencia de estas dos 

plataformas de secuenciación radica en la longitud y la calidad de las secuencias: 

con Illumina se obtienen lecturas de alrededor de 300 pb de calidad promedio, 

mientras que con PacBio se obtienen lecturas más largas (de alrededor de 50,000 

pb) de alta calidad, lo que permite secuenciar operones completos y reducir los 

pasos correspondientes al control de calidad de las lecturas. 

Cada conjunto de datos fue procesado con el software Geneious Prime de acuerdo 

con la plataforma de secuenciación utilizada como se muestra a continuación: 

Procesamiento de datos obtenidos con la plataforma Illumina MiSeq 

Se obtuvieron lecturas paired end en formato fastq (2 archivos por genoma) que se 

procesaron con el siguiente protocolo: 

1. Importar los archivos en el software Geneious Prime 

2. Aparear los dos archivos de lecturas importados para generar un único 

archivo de lecturas pareadas 

3. Hacer el trimming del archivo de lecturas obtenido en el paso anterior con 

el plugin BBDUK para eliminar adaptadores, secuencias de baja calidad 

y secuencias cortas de menos de 100 pb 

4. Hacer la unificación de lecturas (merged) y eliminación de lecturas 

duplicadas 

5. Realizar el ensamble del genoma utilizando el ensamblador de Geneious 

con los parámetros establecidos por default 

6. Evaluar la calidad del ensamble mediante los parámetros N50, L50 y 

%GC, dados por el ensamblador 

7. Evaluar los contigs obtenidos para determinar cuáles forman parte del 

genoma bacteriano, tomando en cuenta parámetros como longitud y 

profundidad, descartar aquellos menores a 1,000 pb y profundidades 

bajas 

8. Hacer la concatenación de los contigs para la obtención de una secuencia 

lineal de longitud similar al genoma esperado 

9. Ordenar los contigs mediante comparación con un genoma de referencia 

utilizando el plugin Mauve 

10. Buscar empalmes entre contigs 
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11. Rellenar los huecos entre contigs no empalmados por mapeo de lecturas 

crudas 

12. Intentar cerrar el genoma por solapamiento de extremos o rellenado con 

lecturas crudas y obtener la estructura genómica final 

Procesamiento de datos obtenidos con la plataforma PacBio 

Se obtuvieron de lecturas en formato fastq (1 archivo por genoma) que se 

procesaron con el siguiente protocolo: 

1. Importar los archivos en Geneious Prime 

2. Realizar el ensamble del genoma utilizando el ensamblador Flye 

mediante Geneious prime indicando un tamaño de genoma aproximado, 

considerando los tamaños de genomas de cepas previamente reportados 

3. Evaluar la calidad del ensamble mediante los parámetros N50, L50 y 

%GC, dados por el ensamblador 

4. Concatenar los contigs para la obtención de una secuencia lineal de 

longitud similar al genoma esperado 

5. Ordenar los contigs mediante comparación con un genoma de referencia 

utilizando el plugin Mauve 

6. Buscar empalmes entre contigs 

7. Rellenar los huecos entre contigs no empalmados por mapeo con lecturas 

crudas 

8. Intentar cerrar el genoma por solapamiento de extremos o rellenado con 

lecturas crudas y obtener la estructura genómica final 
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ANEXO VI. Amplificación del gen 16S rRNA por PCR 

1. Preparar una dilución 1:10 del DNA genómico extraído de cada muestra 

2. Preparar la mezcla de reacción (Tabla 15), homogeneizar y colocar en un 

tubo para PCR 

Tabla 15: Mezcla de reacción para amplificación  

  por PCR del gen 16S rRNA 

 

 

 

 

 

 

1. Agregar 1µL de la dilución 1:10 del DNA genómico preparada en el punto 

1, para tener un volumen final de reacción de 25 µL 

2. Centrifugar 30s 

3. Colocar los tubos en el termociclador con las condiciones necesarias para 

la amplificación (Tabla 16) 

Tabla 16: Programa de termociclador para la amplificación por PCR del gen 16S rRNA 

 

 

 

 

 

Al finalizar el programa, mezclar 3µL de la reacción con 2µL de buffer de carga de 

DNA (ver Anexo I) y cargar en gel de agarosa al 1% (ver Anexo III). 

Las secuencias de los primers utilizados para la amplificación del gen 16S rRNA 

son: 

8F: 5’ AGA CTT TGA TCM TGG CTC AG 3’ 

1492R: 5’ TAC GGY TAC CTT GTT ACG ACT T 3’ 

 

Reactivo µL (1X) 

H2O grado MQ. 17.3 

Buffer 10x. 2.5 

MgCl2. 1.5 

dNTPs. 0.5 

Primer 8F. 1.0 

Primer 1492R. 1.0 

Polimerasa (Taq). 0.2 

Total. 24 

Paso 
Tiempo 

(min) 

Temperatura 

(°C)  

 

 
 

 

     35 ciclos. 

 

 

Desnaturalización 

inicial 
5 94 

Desnaturalización 0.5 94 

Alineamiento 0.5 52 

Elongación 0.5 72 

Elongación final 1 72 

Conservación ∞ 4 
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ANEXO VII. Protocolo de purificación de productos de PCR 

Se utilizó el kit de purificación Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System 

(PROMEGA, Ref: A9281) cuyo protocolo es el siguiente:  

1. Agitar el tubo con la reacción de PCR del gen 16S ribosomal de cada 

muestra  

2. Agregar solución de unión a membrada a la reacción de PCR guardando 

una proporción 1:1  

3. Mezclar por pipeteo 

4. Insertar una minicolumna en un tubo colector previamente rotulado 

5. Transferir la mezcla obtenida en el paso 2 a la minicolumna 

6. Incubar a temperatura ambiente durante 5min 

7. Centrifugar a 14,000 rpm durante 1min 

8. Remover la minicolumna y descartar el eluido por decantación 

9. Reinsertar la minicolumna y agregar 700µL de solución de lavado de 

membrana  

10. Centrifugar a 14,000 rpm durante 1min  

11. Remover la minicolumna y descartar el eluido por decantación  

12. Reinsertar la minicolumna y agregar 500µL de solución de lavado de 

membrana  

13. Centrifugar durante a 14,000 rpm durante 5min 

14. Remover la minicolumna y descartar el eluido por decantación 

15. Reinsertar la minicolumna y centrifugar durante a 14,000 rpm durante 

1min para eliminar los residuos de EtOH 

16. Transferir la minicolumna a un microtubo de 1.5mL nuevo previamente 

rotulado.  

17. Agregar 30µL de agua libre de nucleasas e incubar a temperatura 

ambiente durante 5min 

18. Centrifugar a 14,000 rpm durante 5min  

19. Retirar la minicolumna del tubo, que contiene el producto de PCR 

purificado  

20. Almacenar el producto de PCR a -20°C 

Visualizar los productos de PCR purificados en geles de agarosa al 1% (ver Anexo 

III), cuantificar y evaluar la pureza en Nanodrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, Cat: 

ND-2000). 
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ANEXO VIII. Clonación del gen 16S rRNA 

Preparación de células competentes 

1. Sembrar por estira en caja Petri con medio TYM (ver Anexo I) 20µL de 

cultivo criopreservado de E. coli DH5α 

2. Incubar a 37°C durante la noche 

3. Tomar una colonia aislada del cultivo anterior e inocular un matraz de 

125mL con 5mL de medio TYM 

4. Incubar a 37°C y agitación orbital de 150 rpm durante 2h 

5. Transferir los 5mL a un matraz de 250mL con 100mL de medio TYM 

6. Incubar a 37°C y agitación orbital de 180 rpm por 2.5 a 4h 

7. A partir de las 2.5h se determinar la densidad óptica del cultivo a 550nm 

en intervalos de 30min hasta alcanzar un valor de 0.6 

8. Detener el crecimiento poniendo el matraz en hielo 

9. Dividir el cultivo en 10 tubos para centrifuga clínica previamente enfriados 

en hielo 

10. Centrifugar los 10 tubos en frío a 3,000 rpm durante 10min 

11. Descartar el sobrenadante y resuspender las células en 6mL de solución 

TfbI fría (ver Anexo I) 

12. Incubar la suspensión en hielo entre 5 y 10min 

13. Centrifugar a 4°C y 3,000 rpm durante 8min  

14. Descartar el sobrenadante y resuspender las células en 400µL de 

solución TfbII fría (ver Anexo I) 

15. Hacer alícuotas de 200µL en microtubos de 1.5mL fríos previamente 

rotulados  

16. Conservar las alícuotas a -80 °C 

Ligación del plásmido con el gen 16S rRNA 

1. Centrifugar los tubos de los reactivos durante 30s para recolectar el 

contenido en el fondo del tubo y poder tomarlo fácilmente  

2. Mezclar los reactivos de acuerdo con las cantidades que se muestran en 

la tabla 17 

Tabla 17: Mezcla de reacción para la ligación del plásmido  
       con el inserto 

Reactivo  1X 

Buffer de ligación rápida 2x 5µL 

Plásmido PGEM – Teasy Vector 
(Promega, Cat: A1360) 

1µL 

DNA ligasa T4 1µL 

Producto de PCR* 2 o 3µL 

Agua libre de nucleasas Aforar a 10µL 
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La cantidad de producto de PCR a agregar dependerá de la proporción 

producto:vector que se quiera guardar, la más común es 3:1 pero puede ser desde 

1:1 hasta 8:1. Para calcular la cantidad de producto de PCR que se debe poner se 

usa la siguiente fórmula:  

𝑛𝑔 𝑖𝑛𝑠𝑒𝑟𝑡𝑜 =
𝑛𝑔 𝑣𝑒𝑐𝑡𝑜𝑟 𝑥 𝑡𝑎𝑚𝑎ñ𝑜 𝑖𝑛𝑠𝑒𝑟𝑡𝑜 (𝑘𝑏)

𝑡𝑎𝑚𝑎ñ𝑜 𝑣𝑒𝑐𝑡𝑜𝑟 (𝑘𝑏)
𝑥

𝑝𝑟𝑜𝑝𝑜𝑟𝑐𝑖ó𝑛 𝑖𝑛𝑠𝑒𝑟𝑡𝑜

𝑣𝑒𝑐𝑡𝑜𝑟
 

3. Dejar en incubación a 4°C durante toda la noche  
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ANEXO IX Transformación de bacterias por electroporación 

Transformación de células competentes 

1. Descongelar alícuotas de células competentes de E. coli DH5α en hielo 

para evitar choque térmico 

2. Agregar 100µL de las células descongeladas a un microtubo de 1.5mL 

previamente rotulado 

3. Agregar las reacciones de ligación previamente preparadas (ver Anexo 

VIII) a cada microtubo con células competentes 

4. Incubar los tubos con la mezcla de células y ligación durante 10 minutos 

en hielo 

5. Pasar las reacciones a celdas para electroporador (BIO-RAD, Cat: 165-

2083), previamente rotuladas y enfriadas en hielo (1 celda por reacción) 

6. Colocar las celdas con la reacción, una por una, en el electroporador 

MicroPulserTM (BIO-RAD, Cat: 1652100) siguiendo el programa Ec1 para 

células bacterianas que da una descarga de 1,800V durante 5 

milisegundos 

7. Agregar a cada celda 1mL de medio SOC y se mezclar cuidadosamente 

por pipeteo 

8. Transferir el contenido de cada celda a tubos de ensayo con tapa de rosca 

estériles, previamente rotulados 

9. Incubar a 37°C y agitación orbital de alrededor de 200 rpm durante 1h, 

para recuperar a las células después de la electroporación 

10. Pasado el tiempo de recuperación, sembrar 100µL de cada cultivo en 

cajas de medio LB+XGal 0.01mg/mL+Ampicilina 0.01mg/mL+IPTG 0.1M 

y 300µL en otra por extensión con varilla de vidrio 

11. Pasar el volumen restante de los tubos de ensayo a microtubos de 1.5mL 

previamente rotulados y centrifugarlos a 14,000 rpm durante 1min 

12. Descartar el sobrante por decantación y resuspender el pellet celular 

formado por centrifugación en el volumen que quede en el tubo  

13. Sembrar el volumen que quedó del paso anterior en otra caja con 

LB+XGal 0.01mg/mL+Ampicilina 0.01mg/mL+IPTG 0.1M por extensión 

con varilla de vidrio  

14. Dejar las cajas en incubación a 37°C por 24h  

Selección y aislamiento de bacterias transformadas 

1. Al término de la incubación, observar 2 cosas en las cajas: 1) sí hay 

crecimiento 2) sí se distinguen colonias blancas y azules, ambos son 

indicadores de que la transformación se realizó con éxito ya que en el 

medio usado sólo pueden crecer bacterias con resistencia a ampicilina 

adquirida por el plásmido, las colonias blancas además indican que el 

plásmido contiene el inserto 

2. Refrigerar las cajas a 4°C durante 1h para acentuar la coloración azul de 

aquellas bacterias transformadas con el plásmido, pero que no contiene 
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inserto; de esta forma se seleccionan con mayor facilidad las colonias 

blancas 

3. Hacer el conteo de todas las colonias y calcular la eficiencia de 

transformación que equivale al porcentaje de colonias blancas respecto 

al total 

4. Seleccionar 5 colonias blancas totalmente aisladas de cada muestra 

5. Tomar cada colonia con la punta de un palillo estéril 

6. Inocular con cada colonia medio sólido y líquido, poniendo la colonia con 

la punta del palillo en el centro de un cuadrante de 1cm x 1cm, 

previamente delimitado en una caja Petri de 90 mm con medio LB+XGal 

0.01mg/mL+Ampicilina 0.01mg/mL+IPTG 0.1M y colocando el palillo en 

un tubo de ensayo con tapa de rosca estéril con 5mL de medio 

LB+Ampicilina 0.5mg/mL previamente rotulado  

7. Incubar los tubos y las cajas a 37°C durante toda la noche, mantener los 

tubos con agitación orbital de 280rpm durante el tiempo de incubación 
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ANEXO X. Extracción de plásmido por la técnica de Miniprep 

1. Inocular con 50µL del cultivo celular obtenido en el Anexo IX, apartado 

Selección y aislamiento de bacterias transformadas, tubos de ensayo con 

tapa de rosca con 3mL de medio LB+Ampicilina 0.5mg/mL, previamente 

rotulados  

2. Incubar los tubos a 37°C con agitación orbital a 280rpm por 12h 

3. Transferir 1.5mL de cultivo a un microtubo de 1.5mL nuevo y estéril 

previamente rotulado 

4. Centrifugar a 13,000rpm por 1min 

5. Decantar el sobrenadante 

6. Lavar el pellet celular con agua estéril libre de nucleasas para eliminar los 

restos de medio de cultivo 

7. Centrifugar como en el paso 3 y descartar el sobrenadante 

8. Resuspender el pellet celular en 100µL de la Solución de Resuspensión 

(RNAsa 5mg/mL/TE 10mM) con ayuda de un vórtex 

9. Adicionar 450µL de solución de lisis NaOH 100mM/SDS 0.5% y mezclar 

por inversión 

10. Agregar 225µL de acetato de sodio 3M, pH 5.2 o acetato de potasio 5M, 

pH 5.2 

11. Incubar 10min en hielo 

12. Centrifugar a 14,000 rpm a 4°C durante 10min 

13. Transferir el sobrante a un microtubo de 1.5mL nuevo previamente rotula 

14. Adicionar 700 µL de isopropanol frío   y agitar en vórtex    

15. Centrifugar a 14,000 rpm durante 5min 

16. Retirar el sobrante y agregar 1mL de EtOH al 70% frío. 

17. Agitar en vórtex 

18. Centrifugar a 14,000 rpm durante 2min  

19. Retirar el sobrenadante 

20. Repetir los pasos 15 a 18 

21. Secar el pellet al aire durante 10 a 15min y resuspenderlo en 50µL de 

agua libre de nucleasas 

22. Conservar el DNA plasmídico a 4°C 
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ANEXO XI. Análisis bioinformático de secuencias del gen 16S rRNA 

Los genes 16S rRNA se enviaron a secuenciar por el método de Sager, en ambos 

sentidos de la cadena, con los primers 27F (5’ AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG 

3’) y 1492R (5’ TAC GGY TAC CTT GTT ACG ACT T 3’), a la empresa Macrogen 

en Corea. Se obtuvieron 2 secuencias parciales (Fwd y Rev) que se procesaron 

para obtener la secuencia completa del gen siguiendo los pasos enlistados a 

continuación: 

1. En Geneious Prime crear una carpeta llamada genes 16S rRNA 

2. Importar los archivos FASTA de la secuencia Fwd y la secuencia Rev 

obtenidas del servicio de secuenciación, de todas las cepas en estudio, 

de cada clona, en el software, en la carpeta creada en el paso anterior  

3. Obtener el reverso complementario de la secuencia Rev y guardar los 

cambios 

4. Realizar un BLAST en GeneBank para verificar que las dos secuencias 

de una muestra correspondan a la misma bacteria 

5. Descargar 2 o 3 secuencias de la base de datos de EZBioCloud, con una 

longitud ≥1400 pb, que se parezcan a la secuencia problema (con mayor 

porcentaje de similitud) y que sirven de referencia para editar las 

secuencias 

6. Importar las secuencias de referencia en Geneious prime, en la misma 

carpeta que las secuencias en estudio 

7. Seleccionar la secuencia Fwd, el reverso complementario de la secuencia 

Rev y las secuencias de referencia 

8. Hacer el alineamiento con el alineador de Geneious con los valores por 

default, presionando el menú “Align/Assemble<Pairwise/multiple 

alignment<Geneious Alignment<OK” 

9. Dentro del alineamiento editar la secuencia consenso para obtener la 

secuencia completa del gen 16S rRNA, tomando en cuenta la calidad de 

las secuencias Fwd y Rev, y su similitud con las secuencias de referencia 

10. Extraer la secuencia consenso editada, la cual corresponde a la 

secuencia completa del gen 16S rRNA, del alineamiento anterior con el 

botón “Extract”, asignar un nombre a la secuencia y presionar “OK” 

11. Hacer una comparación de cada secuencia obtenida en el paso anterior 

con la base de datos de genes 16S rRNA de EzBioCloud 

(https://www.ezbiocloud.net/16SrRNA_list?tn=Root) para identificar a la 

bacteria a la que pertenece y crear una tabla de identidad a partir de la 

información obtenida 

12. Repetir los pasos 3 al 11 con las secuencias de cada clona y cada cepa 

en estudio, considerando que las secuencias de referencia sirven para el 

análisis de las clonas de una misma bacteria en estudio 

13. Seleccionar las secuencias completas de los genes 16S rRNA de las 

clonas de una cepa en estudio, obtenidas en el paso 10 y exportarlas en 

un único archivo en formato FASTA seleccionando el menú 
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“File<Export<Documents<File Name=nombre del archivo<Files of 

Type=FASTA sequences/alignment (*.fasta)<Export”  

14. Cargar el archivo resultante del paso anterior en la página de Bellerophon 

(Huber et al., 2004; https://comp-

bio.anu.edu.au/bellerophon/bellerophon.pl), utilizando la corrección de 

Kimura y una ventana de 300 pb, para determinar si alguna de las 

secuencias era una secuencia quimérica 

15. Eliminar en Geneious prime aquellas secuencias que resulten ser 

quiméricas 

16. Seleccionar las secuencias completas de los genes 16S rRNA de las 

clonas de una cepa en estudio, obtenidas en el paso 10 y sus secuencias 

de referencia 

17. Alinear las secuencias seleccionadas en el paso anterior con el alineador 

de Geneious con los valores por default, presionando el menú 

“Align/Assemble<Pairwise/multiple alignment<Geneious Alignment<OK” 

18. Dentro del alineamiento eliminar los extremos no alineados de las 

secuencias, para obtener secuencias de la misma longitud y guardar los 

cambios 

19. Exportar el alineamiento anterior a un archivo en formato FASTA 

seleccionando el menú “File<Export<Documents<File Name=nombre del 

archivo<Files of Type=FASTA sequences/alignment (*.fasta)<Export”  

20. Analizar este nuevo archivo con el software JModelTest (Darriba et al., 

2012) para determinar cuál modelo estadístico de sustitución nucleotídica 

se ajusta mejor a las secuencias analizadas y elaborar el árbol filogenético 

correspondiente 

21. Elaborar el árbol filogenético en el software Mega 11 (Tamura et al., 

2021b) con el método de Máxima Verosimilitud, el modelo indicado por 

JModelTest y un análisis de bootstrap con 1,000 aleatorizaciones 
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ANEXO XII. Análisis bioinformático para genómica comparativa 

El análisis de genómica comparativa se realizó con el pipeline Roary; dado que 

dicho pipeline corre en sistema operativo Linux con línea de comandos fue 

necesaria la instalación previa de diferentes dependencias 

(http://github.com/sanger-pathogens/Roary). El protocolo es el siguiente: 

1. Recopilar los genomas de las cepas en estudio previamente 

reconstruidos (ver Anexo V) 

2. Descargar de la base de datos del NCBI genomas de referencia 

completos de cada género o especie a la que pertenece cada cepa en 

estudio (Bacillus inaquosorum, Pseudomonas atacamensis y 

Stenotrophomonas spp) 

3. Crear carpetas por género y especie bacteriana y colocar los genomas 

correspondientes en cada una 

4. Hacer la anotación funcional de cada uno de los genomas (los genomas 

en estudio y los de referencia) con el anotador Prokka (previa instalación), 

con el siguiente comando:  

Prokka –cpus 4 –kingdom Bacteria –prefix sequence_name –locustag 

sequence_name */sequence_name.fasta 

Reemplazar “sequence_name” por el nombre de la secuencia que se va 

a anotar. La anotación de cada genoma se hace por separado 

5. Una vez anotados todos los genomas, copiar el archivo con extensión 

“.gff” de cada uno, en una carpeta llamada gffs, creada con el comando 

mkdir gffs. La comparación se realiza con los archivos en este formato 

6. Realizar la comparación entre el genoma en estudio y los genomas de 

referencia con el comando:  

Roary -f roaryresult -p 4 -e -n -v –maft gffs/*.gff 

La comparación se realiza entre genomas de un mismo género o especie 

7. Construir un árbol filogenómico con el software FastTree (previa 

instalación), con el comando:  

FastTree -nt -gtr roaryresult/core_gene_alignment.aln > 

roaryresult/mytree.newick 

8. Generar una matriz de presencia/ausencia de genes con Python (previa 

instalación), con el comando:  

Python roary_plots.py –labels roaryresult/mytree.newick 

roaryresult/gene_presence_absense.cvs 

9. Por último, determinar si se trata de un Pangenoma abierto o cerrado con 

ayuda de RStudio (entorno de desarrollo integrado para el lenguaje de 

programación R), utilizando el siguiente script: 

#!/usr/bin/env Rscript 

# ABSTRACT: Create R plots 

# PODNAME: create_plots.R 

http://github.com/sanger-pathogens/Roary
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# Take the output files from the pan genome pipeline and create nice 

plots. 

library(ggplot2) 

 

mydata = read.table("number_of_new_genes.Rtab") 

png(filename = "number_new_genes.png", width = 6, height = 4, units 

= "in", res = 300) 

boxplot(mydata, data=mydata, main="Number of new genes", 

         xlab="No. of genomes", ylab="No. of genes",varwidth=TRUE, 

ylim=c(0,max(mydata)), outline=FALSE) 

dev.off() 

 

mydata = read.table("number_of_conserved_genes.Rtab") 

png(filename = "number_of_conserved_genes.png", width = 6, height 

= 4, units = "in", res = 300) 

boxplot(mydata, data=mydata, main="Number of conserved genes", 

          xlab="No. of genomes", ylab="No. of genes",varwidth=TRUE, 

ylim=c(0,max(mydata)), outline=FALSE) 

dev.off() 

     

mydata = read.table("number_of_genes_in_pan_genome.Rtab") 

png(filename = "number_of_genes_in_pan.png", width = 6, height = 4, 

units = "in", res = 300) 

boxplot(mydata, data=mydata, main="No. of genes in the pan-

genome", 

          xlab="No. of genomes", ylab="No. of genes",varwidth=TRUE, 

ylim=c(0,max(mydata)), outline=FALSE) 

dev.off() 

 

mydata = read.table("number_of_unique_genes.Rtab") 

png(filename = "number_of_unique_genes.png", width = 6, height = 4, 

units = "in", res = 300) 

boxplot(mydata, data=mydata, main="Number of unique genes", 

         xlab="No. of genomes", ylab="No. of genes",varwidth=TRUE, 

ylim=c(0,max(mydata)), outline=FALSE) 

dev.off() 

 

mydata = read.table("blast_identity_frequency.Rtab") 

png(filename = "blast_identify_frequency.png", width = 6, height = 4, 

units = "in", res = 300) 

plot(mydata,main="Number of blastp hits with different percentage 

identity",  xlab="Blast percentage identity", ylab="No. blast results") 

dev.off() 
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conserved = 

colMeans(read.table("number_of_conserved_genes.Rtab")) 

total = 

colMeans(read.table("number_of_genes_in_pan_genome.Rtab")) 

 

genes = data.frame( genes_to_genomes = c(conserved,total), 

                    genomes = 

c(c(1:length(conserved)),c(1:length(conserved))), 

                    Key = c(rep("Conserved genes",length(conserved)), 

rep("Total genes",length(total))) ) 

                     

ggplot(data = genes, aes(x = genomes, y = genes_to_genomes, group 

= Key, linetype=Key)) +geom_line()+ 

theme_classic() + 

ylim(c(1,max(total)))+ 

xlim(c(1,length(total)))+ 

xlab("No. of genomes") + 

ylab("No. of genes")+ theme_bw(base_size = 16) +  

theme(legend.justification=c(0,1),legend.position=c(0,1)) 

ggsave(filename="conserved_vs_total_genes.png", scale=1) 

 

#Modificando la posición de la etiqueta de datos 

ggplot(data = genes, aes(x = genomes, y = genes_to_genomes, group 

= Key, linetype=Key)) +geom_line()+ 

  theme_classic() + 

  ylim(c(1,max(total)))+ 

  xlim(c(1,length(total)))+ 

  xlab("No. of genomes") + 

  ylab("No. of genes")+ theme_bw(base_size = 16) +  

theme(legend.justification="center",legend.position="bottom") 

ggsave(filename="conserved_vs_total_genes.png", scale=1) 

 

###################### 

 

unique_genes = 

colMeans(read.table("number_of_unique_genes.Rtab")) 

new_genes = colMeans(read.table("number_of_new_genes.Rtab")) 

 

genes = data.frame( genes_to_genomes = 

c(unique_genes,new_genes), 

                    genomes = 

c(c(1:length(unique_genes)),c(1:length(unique_genes))), 
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                    Key = c(rep("Unique genes",length(unique_genes)), 

rep("New genes",length(new_genes))) ) 

                     

ggplot(data = genes, aes(x = genomes, y = genes_to_genomes, group 

= Key, linetype=Key)) +geom_line()+ 

theme_classic() + 

ylim(c(1,max(unique_genes)))+ 

xlim(c(1,length(unique_genes)))+ 

xlab("No. of genomes") + 

ylab("No. of genes")+ theme_bw(base_size = 16) +  

theme(legend.justification=c(1,1),legend.position=c(1,1)) 

ggsave(filename="unique_vs_new_genes.png", scale=1) 
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13. ARTÍCULOS 

Genotypic and Phenotypic Characterization of Pseudomonas 

atacamensis EMP42 a PGPR Strain Obtained from the 

Rhizosphere of Echinocactus platyacanthus (Sweet Barrel) 
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Abstract  

The complete genome sequence of the opportunistic pathogen Nocardia vulneris is 

reported. The strain N. vulneris LPB4002 was isolated from a clinical sample of a 

patient with actinomycetoma. The reported genome comprises a single 9,49 Mb 

closed chromosome, with 8,584 protein-coding genes and 68% GC content.  

  

Announcement  

Nocardia is a genus within the Class Actinomycetes, which contains species that are 

considered pathogenic. Some opportunistic species like N. wallacei and N. vulneris 

mainly affect immunosuppressed patients (1-3). Furthermore, Actinomycetes are a 

source of secondary metabolites with diverse biological activities. Actinomycetes 
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have a large number of secondary metabolite biosynthetic gene clusters (BGC) (4). 

The most studied BGC are the polyketide synthase systems (PKS), and the non-

ribosomal polyketide synthases (NRPS) (5).  

  

Nocardia vulneris LPB4002 was isolated from a patient with actinomycetoma, and 

remained for 35 years as part of the strain collection of the “Laboratorio de Productos 

Biológicos”, at UAM- Xochimilco, Mexico. Most members of this series remained 

unidentified until recently, when some of them were identified by 16S rRNA gene 

sequencing using the primers 27F and 1492R 

(27F:5’AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’), (1492R:5’-

TACGGYTACCTTGTTAYGACTT-3’) (6). Strain LPB4002 showed 99.72% similarity 

and 99% coverage with N. vulneris strain NBRC108936T, according to the 16S-

based ID tool of the EzBioCloud web server (7). Due to the detection of PKS and 

NRPS systems in genomic DNA of the strain PPB4002, and the absence of similar 

BGC reported the 2 available genome sequences of N. vulneris, it was decided to 

sequence its genome.  

  

N. vulneris strain LPB4002 was grown in Sabouraud agar medium at 37ºC under 

aerobic conditions for 15 days. The genomic DNA was extracted with the Isolate II 

genomic DNA kit (BIOLINE, Cat.BIO-52066) following the manufacturer's protocol. 

Whole genome sequencing was performed at Plasmidsaurus (Eugene, OR, USA), 

using the Oxford Nanopore Technology platform  

(https://www.plasmidsaurus.com/index/), in a PromethION 24 device. The Library 

Prep Kit SQKRBK114.96 kit (ONT) was used, with minimal fragmentation (no 

ligation, no shearing, and no size  

DNA selection) of the genomic DNA, that was loaded in a sequence independent-

manner, in an R10.4.1 flow cell, obtaining >99% data. Base calling was done with 

ONT Dorado-for-PromethION v7.1.4, on super-accurate mode. Raw reads with 

Qscore <10 were filtered, and adapters were trimmed by ONT software. The de novo 

genome assembly was done with Flye v2.9.1 (8), as implemented in Geneious Prime 

(2024.0.4), under the default parameters set by Geneiuos. The values of N50 and 

L50 were obtained. Genome annotations were done with the PGAP version 6.6  

(9).  

  

Genome sequencing of N. vulneris strain LPB4002 produced 305,972 reads with an 

average length of 1,980bp, Q30 of 74.9% according to the Phred factor, and a 60x 

coverage. A single closed contig of 9,489,173bp with 68%GC content was obtained, 

the N50 value was equivalent to the length of the contig (9.48Mbp), and L50=1. The 

total number of protein-coding genes was 8,583, with 3 RNA operons, containing 50 

https://www.plasmidsaurus.com/index/
https://www.plasmidsaurus.com/index/
https://www.plasmidsaurus.com/index/
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tRNA genes.  The genome of N.vulneris has  48 putative biosynthetic genes for PKS 

and NRPS.  

  

Data availability  

The genome sequence of Nocardia vulneris  strain LPB4002 was deposited in 

GenBank at the  

following  sections:  WGS  with  accession number CP146527 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP146527.1/), BioProject accession number 

PRJNA1080626 (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/PRJNA1080626),  

BioSample accession number SAMN40143144 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/biosample/SAMN40143144), and for the assembly 

the accession GCA_037081825.1 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/datasets/genome/GCF _037081825.1/). The 

accession number for the 16S rRNA gene sequence is PQ043844.  
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