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RESUMEN

Las PGPR son un grupo de bacterias asociadas a la rizosfera de las plantas que
favorecen su desarrollo y crecimiento a través de diferentes actividades metabdlicas
como la produccion de hormonas vegetales -por ejemplo el acido indolacético-, la
produccion de enzimas liticas para solubilizar complejos inorganicos -conduciendo
a la mayor disponibilidad de nutrientes como K, N, Py S-, la induccion de resistencia
sistémica de las plantas y el control biolégico de fitopatdbgenos -mediante la
produccion de compuestos antimicrobianos-, entre otras. Su utilizacion para la
formulacién de bioinoculantes ha incrementado en los Ultimos afos ya que han
demostrado incrementar el crecimiento y la productividad de diferentes cultivos,
principalmente de interés econdmico, reduciendo la dependencia de fertilizantes y
pesticidas quimicos, lo que contribuye al establecimiento de una agricultura
sostenible.

Las PGPR presentes en ambientes extremos como las zonas aridas son de vital
importancia para las plantas que ahi se desarrollan, ya que les proporcionan
nutrientes y ayudan a mitigar los efectos de estreses biéticos y abioticos, confiriendo
a las plantas nativas, como las cactaceas, la capacidad de crecer en condiciones
ambientales dificiles, incrementando su establecimiento y supervivencia, por lo que
los estudios de la comunidad bacteriana asociada a cactaceas son de gran interés.

Uno de los enfoques mas utilizados hoy en dia para dicho fin es el anélisis genémico
ya que permite conocer la diversidad de organismos cultivables y no cultivables,
realizar analisis genéticos, filogenéticos y taxonémicos, ademas de detectar genes
de interés en bacterias con potencial biotecnolégico como las cepas P. atacamensis
EMP42, Stenotrophomonas sp. EMP41 y B. inaquosorum EMP2, que son cepas
aisladas de la rizésfera de E. platyacanthus, con caracteristicas gendmicas
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
patégenas 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. INTRODUCCION

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 rizosfera de las plantas que favorecen su
desarrollo y crecimiento mediante diversas actividades metabolicas. 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), ademas de reducir la
dependencia de fertilizantes quimicos y, por consiguiente, la contaminacion
asociada a ellos (Chauhan et al., 2015).

Las PGPR también son utilizadas con fines de biorremediacion (Grobelak et al.,
2015), y son una parte integral en los procesos de revegetacion y reforestacion ya
que, al adicionarlos al suelo, pueden reducir la erosién de éste (Bashan et al.,
2005a). Por lo tanto, el estudio de las PGPR es de gran relevancia en el ambito
agroecologico, ya que podrian ayudar a combatir el rdpido deterioro ambiental,
garantizar una mejor productividad agricola y mejorar la estructura del suelo (Basu
et al., 2021), lo que conduce al establecimiento de una agricultura mas sostenible
(Chauhan et al., 2015).

3.1.1. Mecanismos de la promocion del crecimiento

La rizésfera es la zona de suelo bajo influencia del sistema radicular de las plantas,
caracterizada por tener gran actividad microbiana debido al intercambio quimico que
tiene lugar (Chauhan et al., 2015). Por un lado, las plantas liberan una amplia gama
de compuestos organicos como azUcares, aminoacidos y &cidos organicos, que
sirven como fuente de carbono y energia para los microorganismos. Estos
microorganismos, a su vez, llevan a cabo diversas actividades metabdlicas que
impactan en el desarrollo de las plantas al proporcionar nutrientes como nitrégeno,
fosforo, hierro, entre otros (Rico-Jiménez et al., 2021; Velasco-Jiménez et al., 2020).

Dichas actividades metabdlicas 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 produccion de inductores
de crecimiento como las hormonas vegetales (auxinas, citocininas y giberelinas) que
propician la elongacion y division celulares y radiculares; y el aumento de la
disponibilidad de nutrientes como nitrogeno, fosforo y hierro, necesarios para la
sintesis de biomoléculas esenciales, mediante la solubilizacion 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 biolégico sobre microorganismos
fitopatdgenos, mediante la competencia por nutrientes y la produccién de
compuestos antagénicos como antibidticos y enzimas liticas (Tabassum et al.,
2017).



La mayoria 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 mas
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 climaticas, 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 aridas y semiaridas (Saraf et al., 2011).

3.1.2. PGPR en zonas éridas

Las zonas aridas, que comprenden las categorias de hiperaridas, aridas y
semiaridas, se caracterizan por una escasez hidrica significativa, con
precipitaciones anuales inferiores al promedio mundial, que para 2023 fue de 742.31
mm (Global Climate Monitor). Bajo este parametro, son consideradas como zonas
hiperéridas las que reciben entre 0 y 100 mm de precipitacion anual, las zonas
aridas entre 100 y 250 mm, y las zonas semiaridas entre 250 y 500 mm (Gonzalez
Medrano, 2012).

En México, las zonas aridas y semiaridas (ZAS) representan el 65% del territorio
nacional (SADR, 2023), y cerca del 26% de estas zonas se encuentra en alguna
etapa del proceso de desertificacion (CONAZA, 2019). Debido principalmente a las
actividades humanas, que aumentan la velocidad del proceso por encima de la
capacidad de recuperacion del ecosistema, dificultando su desarrollo sostenible, la
conservacion del mismo, y limitando su productividad (Granados-Sanchez et al.,
2013).

La degradacion de las ZAS conlleva a la desertificacion, y abarca varios aspectos;
erosion edlica y/o hidrica, deterioro de las caracteristicas fisicoquimicas y biologicas
del suelo (que en estas regiones es una capa poco profunda), reduccion de la
biomasa vegetal y sustitucion o desaparicion de la vegetacion primaria (Gonzalez
Medrano, 2012; Granados-Sanchez et al., 2013; Zhang, 2020). La vegetacion
natural de las zonas aridas estad sujeta a condiciones ambientales drasticas y
extremas que limitan su supervivencia, lo que aunado a factores antropogénicos
como el cambio en el uso del suelo (hacia agricola, ganadero, o asentamientos
humanos), provoca la degradacién y desaparicion de la cubierta vegetal que protege
al suelo de la erosién (Alanis Flores & Velazco Macias, 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 erosion (Bashan et al.,
2005b). Por lo anterior, el estudio de las cactaceas en las ZAS es de particular
interés a pesar de que poseen baja tasa de establecimiento y lento crecimiento, que
limitan su uso (Ibarra-Diaz et al., 2016).

En este contexto, el uso de bacterias de tipo PGPR es importante ya que, por un
lado, desempefian un papel fundamental en la dinamica biogeoquimica, 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 cactaceas la capacidad de crecer
en las condiciones de estrés ambiental a las que estan sujetas, ya que realizan
actividades que contrarrestan dicho estrés como la produccion de osmolitos, la
mejora de la captacion de agua y nutrientes, la proteccidén contra dafios oxidativos
y la estimulacion del desarrollo radicular por produccion de acido indol acético (IAA),
ACC desaminasa y expopolisacaridos (Etesami & Maheshwari, 2018; Karnwal et
al., 2023), incrementando su capacidad de adaptacidon y su supervivencia.

3.1.3. PGPR asociadas a cactaceas (Echinocactus platyacanthus)

México es uno de los principales centros de diversidad cactologica del mundo,
albergando 670 de las cerca de 2,000 especies existentes de cactaceas, de las
cuales el 77% son endémicas (Schwertner-Charéo et al., 2022). Los miembros de
la familia Cactaceae constituyen un grupo de plantas morfoldgicamente
heterogéneo, capaz de ocupar los estratos herbaceo, arbustivo y arbéreo (Portillo
et al., 2021), y se concentran principalmente en las zonas aridas y semiaridas del
pais como los desiertos de Chihuahua y Sonora.

Las cactaceas son uno de los grupos de plantas mejor adaptadas a las condiciones
ambientales extremas de las zonas aridas, gracias a caracteristicas como la
suculencia, que les permite acumular gran cantidad de agua; la reduccion o
eliminacién de la presencia de hojas, que disminuye la evapotranspiracion; el
metabolismo acido de las crasulaceas (CAM), que permite realizar la fase oscura
de la fotosintesis y apertura de estomas durante la noche, para reducir la
evapotranspiracion; el desarrollo de estructuras de proteccion contra depredadores
y radiacion solar como espinas, lana, cerdas; y un sistema radicular extenso y
ramificado que sirve de anclaje en los suelos adelgazados de las zonas aridas y
para la captacion de agua y nutrientes (Jiménez-Sierra, 2011). Ademas, las
cactaceas proveen servicios ecosistémicos vitales, incluyendo la alimentacion
humana y animal, proporcionan habitat y refugio a la fauna silvestre, y contribuyen
a la prevencién de la erosion y la estabilizacion del suelo antes mencionadas, que
destacan la importancia ecoldgica de estas plantas (Huamani-Sulca et al., 2020;
Stavi, 2022).



Por otro lado, las cactaceas son unos de los grupos de plantas mas amenazadas,
la NOM-059-SEMARNAT-2010 incluye cerca de 300 especies en alguna categoria
de riesgo de supervivencia (Herrera, 2010); la pérdida de cualquier especie vegetal
conlleva a un proceso de empobrecimiento biolégico y a la pérdida de los servicios
ecosistémicos relacionados con la especie extinta. Es por ello que han surgido un
gran numero de estrategias de proteccion y conservacion de cactaceas
amenazadas como la recoleccion de semillas, la propagacion ex situ de especies
vegetales en jardines botanicos (Dominguez & Aldana, 2021), el establecimiento de
areas de proteccion como reservas naturales, programas de adopcion y cuidado
(SEMARNAT, 2018), y la inoculacién con bacterias de tipo PGPR para aumentar su
capacidad de adaptaciéon y supervivencia en programas de conservacion de
especies en riesgo (Li et al., 2024).

Es por ello que en los dltimos afios el estudio de las comunidades bacterianas
asociadas a cactaceas ha ido en aumento, sin embargo los estudios sobre PGPR
constituyen un campo relativamente poco explorado, considerando que existen
cerca de 2000 especies de cactaceas y sélo 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 cactaceas nativas del Valle de Tehuacan-Cuicatlan
(Aguirre-Garrido et al., 2012) y Mammilaria spp y Coryphanta radians, nativas del
semidesierto de Querétaro (Chavez-Ambriz et al., 2016).

Otros estudios se enfocan en el andlisis de la fraccion cultivable de bacterias
asociadas a cactaceas de la region de Caatinga, Brasil, capaces de crecer con baja
disponibilidad de agua, para ser utilizadas en la recuperacion de suelos desérticos,
al brindarle a las plantas la capacidad de crecer en condiciones de estrés hidrico
(Kavamura et al.,, 2013). En Pert se estudiaron las comunidades bacterianas
presentes en la rizésfera de Opuntia ficus-indica (L.) Mill (Campafia-Olaya et al.,
2018). Respecto a Echinocactus platyacanthus, se aislaron y caracterizaron
bacterias asociadas a su rizosfera (de la Torre-Hernandez et al., 2020) y, en otro
trabajo, se realiz6 el analisis del efecto que tiene la contaminacién por Zn en el
suelo, sobre la diversidad de la microbiota asociada a ella, para explicar su alta
tolerancia al estrés ambiental (Carabali et al., 2019).

Bacterias de los géneros Bacillus y Pseudomonas suelen ser las mas abundantes
en la rizosfera de las plantas (Debasis et al.,, 2019), especificamente en E.
platyacanthus (de la Torre-Hernandez et al., 2020); han sido reportados como
fijadores de nitrogeno (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
biologico sobre diferentes hongos fitopatogenos (Figueroa-Lopez et al., 2016;
Wahyudi et al., 2011).



Es importante mencionar que algunas especies de los géneros bacterianos antes
mencionados han sido reportados como patdégenos oportunistas en humanos, por
ejemplo, Bacillus cereus, Pseudomonas aeruginosa y Stenotrophomonas
maltophilia, es por ello que en términos de bioseguridad es indispensable hacer una
identificacion taxonémica precisa de las PGPR que puedan ser utilizadas como
bioinoculantes.

3.2. Secuenciacion de DNA y analisis gendémico

Las técnicas moleculares como la secuenciacién de DNA y los analisis genémicos
se erigen como herramientas eficientes en la clasificacion bacteriana (Keswani et
al., 2019). Estas herramientas permiten conocer la diversidad de organismos
cultivables y no cultivables en diversos habitats; ademas de realizar analisis
genéticos, filogenéticos y taxondmicos a nivel de especie, analizar la transferencia
horizontal de genes y detectar genes asociados a la biosintesis de enzimas,
proteinas u otros metabolitos relevantes con potencial biotecnolégico (Cadena-
Zamudio et al., 2016).

3.2.1. Secuenciacién de genomas

La secuenciacion de DNA es una herramienta fundamental en la biologia molecular
utilizada desde hace décadas, a lo largo de los afios se han desarrollado diferentes
técnicas de secuenciacion que se clasifican en primera, segunda y tercera
generacion, de acuerdo con caracteristicas que seran explicadas mas adelante. El
primer método de secuenciacion, desarrollado por Sanger y Coulson en 1975, se
basaba en la sintesis enzimatica del DNA en ausencia de uno de los cuatro
desoxinucleétidos trifosfato (ANTPs), lo que permitia detener la sintesis previo al
dNTP faltante; los fragmentos de DNA resultantes, cada uno con un extremo 3'
diferente segun el dNTP omitido, se trataban con exonucleasa T4 en presencia de
un unico dNTP marcado radioactivamente, esta enzima eliminaba los nucleétidos
del extremo 3' hasta encontrar el INTP complementario al presente en la reaccion,
de esta manera solo las cadenas que terminaban en el dNTP especifico
permanecian marcadas. Finalmente, los fragmentos marcados se separaban por
tamafio mediante electroforesis en gel de poliacrilamida y se visualizaban por
autoradiografia. La comparacion de las bandas obtenidas en cada una de las cuatro
reacciones (una por cada dNTP), permitia deducir la secuencia de DNA (Sanger &
Coulson, 1975).

Posteriormente Maxam y Gilbert (1977) propusieron una técnica de secuenciacion
quimica en la cual el DNA es cortado en bases especificas con enzimas de
restriccion y sometido a modificaciones quimicas que incluyen el marcaje
radioactivo con 3?P, la escision de una G/A o C/T, y la metilaciéon de la base que no
fue removida, por ultimo los fragmentos se resuelven en un gel de poliacrilamida
(uno para purinas y otro para pirimidinas) donde se aprecia un patron de bandas
claras y oscuras resultantes de la metilacion de A/C y G/T respectivamente (Maxam
& Gilbert, 1977).



El método de Maxam y Gilbert tuvo poca relevancia por la complejidad de la técnica
y fue sustituido por métodos mas rapidos y eficientes como la secuenciacion
enzimatica de Sanger, la cual en ese mismo afio tuvo una modificacion importante
que consistio en el reemplazo de los dNTPs marcados con radioactividad por di-
desoxriboinucleotidos trifosfato (AdNTPs, que carecen del OH en el extremo 3,
necesario para la polimerizacion de nucleotidos), permitiendo la terminacion
controlada de la cadena de DNA, los ddNTPs estaban marcados con 3°P para su
deteccidn por autoradiografia (Sanger et al., 1977), posteriormente el marcaje se
hizo con fluoréforos para su deteccion automatizada por electroforesis capilar
(método moderno).

Estas técnicas de secuenciacion son consideradas como la primera generacion de
tecnologias para la determinacion de la secuencia del DNA y, aunque la
secuenciacion de Sanger sigue siendo utilizada para la obtencion de secuencias de
regiones especificas que incluyen marcadores moleculares como el gen 16S rRNA
y genes que codifican una gran variedad de enzimas. Desde hace varios afios se
ha buscado no solo la secuenciacién de fragmentos particulares, sino la obtencion
de genomas completos, por lo que han surgido diferentes tecnologias mas rapidas,
poderosas, eficientes y rentables, comparadas con la secuenciacion de Sanger
(Dorado et al., 2021).

Las nuevas tecnologias de secuenciacion, 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 secuenciacion
masiva y en paralelo (desde miles hasta centenas de miles) de moléculas
independientes de DNA, incrementado notablemente el rendimiento del proceso de
secuenciacion. Considerando que las técnicas de primera generacion solo permitian
analizar desde una hasta 64 reacciones de secuenciacion a la vez, resultd en un
gran avance en el rendimiento de la secuenciacion de DNA (Hu et al., 2021).

Existen diferentes plataformas de secuenciacion NGS que se caracterizan por la
técnica utilizada para la generacion 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 pequefios de DNA (entre
200 y 1000 pb); 2) Elaboracién de bibliotecas mediante la unién de oligos en los
extremos de los fragmentos pequefios de DNA; 3) Amplificacién de los fragmentos
anteriores; y 4) Secuenciacion de los fragmentos amplificados mediante diferentes
metodologias (Eguiarte et al., 2013), principalmente por la Reaccién en Cadena de
la Polimerasa (PCR; Qualil et al., 2012).

Las plataformas mas representativas de esta generacion de secuenciadores son la
pirosecuenciacion 454 de Roche (actualmente en desuso), las plataformas SOLID®
(por sus siglas en inglés, Sequencing by Oligonucleotide Ligation and Detection) de
Life Technologies, la secuenciacién por semiconduccion de lon Torrent de la misma
companiay las diferentes plataformas de Illlumina®. Estas ultimas siguen siendo las
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mas utilizadas hasta el dia de hoy y se basan en la secuenciacion por sintesis
utilizando una tecnologia de terminacion reversible y etiquetas fluorescentes, en
bibliotecas de DNA producidas por amplificacion en puente dentro de una celda de
flujo (Bentley et al., 2008).

Los distintos sistemas de secuenciacion de nueva generacion tienen en comun la
produccion de datos en gran magnitud, en el orden de las “Gigabases” o
“Terabases” (Cadena-Zamudio et al., 2016), lo que facilita la obtencion de genomas
completos en una corrida. Los resultados obtenidos permiten realizar analisis
metagendmicos, caracterizar relaciones evolutivas entre genomas o dilucidar el
papel de diversas proteinas, enzimas o metabolitos (Cadena-Zamudio et al., 2016),
por lo que se han vuelto indispensables en el campo de la investigacion cientifica
(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 composicion esta sesgada, presentada como
secuencias repetidas o con composicion aleatoria; Hu et al., 2021).

Para reducir los errores del ensamble de lecturas cortas de las plataformas NGS se
han ido desarrollando nuevas tecnologias que constituyen la tercera generacion de
plataformas de secuenciacion (Third Generation Sequencing, TGS por sus siglas en
inglés). Se caracteristica principal es producir secuencias largas de 10 a 300 kb,
ademas a diferencia de los secuenciadores de segunda generacion, éstos no
requieren un paso de amplificacion durante la preparacion de la libreria gendmica,
permitiendo la secuenciacion directa de una sola molécula (Bleidorn, 2016). Esta
generacion de secuenciadores esta representada por la secuenciacion en
nanoporos de Oxford Nanopore Technologies (ONT) y la secuenciacién en tiempo
real de una sola molécula (SMRT) de Pacific Bioscience (PacBio; Quail etal., 2012).
Esta Ultima se basa en la secuenciacion en tiempo real de la molécula de DNA,
incorporando nucledtidos marcados con fluorescencia, en una matriz de aluminio
conocida como chip o celda SMRT con alrededor de 150,000 pozos, cada uno
denominado guia de ondas de modo cero (ZMW), donde se llevan a cabo
reacciones simultaneas que pueden generar datos de hasta 1 Gb (Rhoads & Au,
2015).

La seleccion 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 secuenciacion (Eguiarte et al., 2013); el uso de cada
plataforma representa ventajas y desventajas (Tabla 1) que deben evaluarse para
su adecuada seleccion.



Tabla 1: Caracteristicas de algunas plataformas de secuenciacién de nueva generacién (Eguiarte et
al., 2013; Hu et al., 2021)

Longitud
Lecturas de las
Plataforma Compafiia por lecturas Ventajas Desventajas Aplicaciones
corrida
(pb)
Resecuenciacion de
Pocos errores genomas
Lecturas o
de Caracterizacion y
Life 1.4x secuenciacion cortas conteo de
SOLID . ‘6 75+35 Analisis de o
Technologies 10 Barato datos trascriptdmas
Mucha complicado Obtencién de SNP’s,
informacién P RagTags y GBS
Metagendmica
Alta precision Secuenciacién y
Buena Preparacign  '€Secuenciacion de
lon Life 04-55X 00 400 profundidad de coF:*n loia genomas
Torrent  Technologies 106 cobertura Ca?rol Obtencién de SNP’s
Fragmentos Caracterizacion de
grandes transcriptomas
HiSeq lllumina 5'00(6) X 2x150 Barato Resecuenciacion de
10 Alta precisién Lecturas enomas
MiSeq llumina  25x105  2x 300 P cortas genomas,
260 x Buena Larqos Caracterizacion y
NextSeq lllumina 6 2x 150 profundidad de . 9 conteo de
10 tiempos de .
cobertura : trascriptomas
. 20,000 x corrida o
NovaSeq lllumina 106 2x 250 Metagendmica
Secuenciacion
en tiempo real L
Fragmentos Errores de Secuenciacion y
Sequel |y . 370,000 o resecuenciacion de
PacBio 6 6-20 kb largos secueciacion
I x 10 genomas
Reduce Alto costo P
. Metagendmica
ambiguedades
Secuenciacién
rapida y barata Secuenciacion de
. 4.4 x Hasta Secuenggdor Alta tasa de DNA, amplicones y
Minlon ONT 6 portatil cDNA
10 300 kb P error L
Analisis de Secuenciacion

datos en tiempo

real

directa de RNA

3.2.2. Andlisis gendmicos

El estudio del genoma completo de un organismo requiere de diferentes etapas de
analisis que van desde la secuenciacion hasta el uso herramientas bioinformaticas
para realizar la reconstruccion genoémica, la identificacion de la funcion de genes de
interés, analisis filogendbmicos y analisis comparativos. Iniciando con la
secuenciacion, una vez que se ha seleccionado la plataforma para dicho fin, se
obtiene un conjunto de datos en crudo constituido por un gran numero de
secuencias con longitudes variadas (reads), que deben ser procesadas para la
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obtencién de la secuencia y la estructura genémica, entendiendo esta ultima como
la organizacion del material genético en cromosomas, plasmidos, etc.

Para la reconstruccion gendmica, en primer lugar, es necesario realizar un analisis
de calidad de las secuencias con softwares como NGSQC Toolkit (Patel & Jain,
2012), PRINSEQ (Schmieder & Edwards, 2011) y fastQC, siendo este ultimo el mas
utilizado. El puntaje de Phred o puntaje de calidad Q es el parametro generalmente
utilizado por estas herramientas para evaluar la calidad de las secuencias, este
consiste en la estimacion de la probabilidad de que una base se haya determinado
incorrectamente, dicha probabilidad es dada por una escala logaritmica negativa
(Q=-10xlogio(P), donde p es la probabilidad de error estimada para esa base
llamada) de modo que una puntuacién g mas alta indica una llamada de base méas
segura (Ewing et al., 1998).

Posteriormente es necesaria la eliminacion 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 reconstruccion de la secuencia genémica 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 paqueterias bioinforméticas como
los softwares Geneiuos Prime (Kearse et al., 2012) o DNAStar (DNAStar Inc.); que
permiten el ensamble de las mdltiples reads obtenidas, en una secuencia Unica
correspondiente al genoma que se secuencio, ademas de determinar la
organizacion del material genético, andlisis flogendmicos, realizar la comparacion
de genomas y la anotacion de genes.

Con la secuencia completa del genoma es posible realizar, por un lado, andlisis
filogendmicos y, por otro, la anotacién de genes que consiste en la identificacion o
prediccién de las caracteristicas funcionales de las regiones codificantes del
genoma, es decir, la localizacion de genes y la prediccion de los productos
derivados de ellos como enzimas, RNAs, etc. (Seemann, 2014). Para ello existen
un gran numero 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 anotacion funcional de genomas completos es la base para realizar
analisis de gendémica comparativa.

3.2.3. Andlisis filogenémico

Es un método que permite conocer la relacion entre un grupo de organismos,
comprende el estudio de la historia evolutiva de las especies, la evolucion de genes,
la identificacion taxonomica, el descubrimiento de nuevas especies, asi como la
investigacion de la ruta de infeccion de microorganismos patdogenos, entre otros
(Horiike, 2016).
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Este tipo de andlisis se realizan utilizando datos moleculares como las secuencias
de DNA, RNA y proteinas. Anteriormente la filogenia bacteriana se inferia a partir
del analisis de la secuencia que codifica para la subunidad pequefa del ribosoma
(16S rRNA), sin embargo, hoy se sabe que este gen carece de precision para la
delimitacion de especies (Janda & Abbott, 2007), por lo que con el paso del tiempo
han surgido nuevas técnicas que superan esta limitante como los analisis multilocus
de secuencias (MLSA) y los analisis basados en el genoma completo
(filogenémicos) como la hibridacion DNA-DNA.

El MLSA es una técnica ampliamente utilizada para la postulacién de relaciones
filogenéticas entre microorganismos, consiste el andlisis de secuencias
concatenadas de 6 a 8 genes centrales o de copia Unica (Kim et al., 2021).
Originalmente esta técnica se realizaba a partir de la amplificacion de marcadores
moleculares mediante PCR y su posterior secuenciacion. Las secuencias de los
genes (o fragmentos de ellos) se procesaban con herramientas bioinforméticas
hasta la construccion de una secuencia concatenada, que se utilizaba para la
construccion de arboles filogenéticos (Hanage et al., 2006; Maiden et al., 1998).
Estos arboles son representaciones gréaficas 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 tecnologias de secuenciacién de genomas completos ha
revolucionado algunas técnicas de analisis molecular, como el MLSA, que ahora se
puede llevar a cabo mediante la identificacién de los genes marcadores dentro de
una secuencia gendémica completa. Esto permite la construccion de la filogenia a
partir de la secuencia concatenada construida con los genes identificados, lo que
reduce costos y trabajo para este tipo de analisis. Los resultados obtenidos son
similares o superiores a los que se obtendrian con el MLSA tradicional. Actualmente
existen diferentes herramientas con las que se puede realizar este tipo de analisis
a partir de la secuencia genémica de un microorganismo como; seg2mlst (Carroll,
2017), BTyper (Carroll et al., 2017), MLSTar (Ferrés & Iraola, 2018), entre otros.

Sin embargo, aunque el MLSA produce una clasificaciébn taxonémica mas precisa
gue la generada con el andlisis del gen 16S rRNA, se basa en utilizar sélo una
pequefia fraccion del total de genes, por lo que no puede considerarse un verdadero
meétodo filogenético a escala gendmica (Meier-Kolthoff & Goker, 2019). Por otro lado
existen analisis filogendmicos que consisten en la comparacion de la secuencia
gendomica completa mediante la hibridacion 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 & Goker, 2019), o la identidad promedio de
nucledtidos ANI (Average Nucleotide Identity), parametro en que se basa la
herramienta TrueBac ID de EzBioCloud (Ha et al., 2019) para la clasificacion
bacteriana.
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Estas herramientas analizan las secuencias gendmicas previamente reconstruidas,
mediante su comparaciéon 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 comparacion
consiste en la identificacion de entre 1 a 3 genes centrales (dependiendo de la
herramienta), incluido el 16S rRNA, que se utilizan para determinar que cepas tipo
son mas cercanas a la cepa en estudio. Posteriormente se calculan distancias
intergendmicas con algoritmos propios de cada herramienta; estas distancias son
utilizadas para calcular las relaciones entre genomas mediante el parametro de
identidad utilizado por cada herramienta (ADDH o ANI), lo que contribuye a la
delimitacién de especies y, de manera opcional, culminar con la construccion de un
arbol filogenémico.

3.2.4. Genbmica comparativa

La genOmica comparativa comprende un conjunto de técnicas que permiten
encontrar relaciones entre genomas distantes o cercanos, identificar componentes
utiles para entender las relaciones bioquimicas, fisiologicas y patogénicas de los
microorganismos, realizar reconstrucciones filogenéticas, predecir funciones de
genes hipotéticos, identificar regiones intrénicas, 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 reconstruccion y la comparacion de genomas bacterianos han revelado que la
organizaciéon cromosémica no se conserva a lo largo de la escala evolutiva y posee
un contenido génico muy variable, ya que su evolucién 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 andlisis gendémico comparativo existe la posibilidad de inferir relaciones entre
las caracteristicas de organizacion de los cromosomas y la fisiologia 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 recombinacion
homodloga, la pérdida, duplicacion o ganancia de genes mediante elementos moviles
o transferencia horizontal (Zhou et al., 2020), y la base de las diferencias fenotipicas
entre organismos relacionados (Carhuaricra-Huaman & Setubal, 2024).
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Lo anterior permitié ampliar el conocimiento en diferentes campos como la medicina
y la fitopatologia, donde destacan la epidemiologia gendmica de bacterias
patogenas, el descubrimiento de genes asociados con la virulencia y la resistencia
a los antibidticos, el descubrimiento de los sistemas de defensa antifagos
(Carhuaricra-Huaman & Setubal, 2024), entre otros. Ademas, es posible identificar
secuencias genéticas relacionadas con las caracteristicas benéficas de las
bacterias PGPR, punto donde se sitla este trabajo.

Los andlisis comparativos de genomas requieren de multiples 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 construccién del Pangenoma y el establecimiento de los
genomas central y accesorio.
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4. ANTECEDENTES

En el laboratorio de Ecologia Molecular de la UAM-X, se realizaron dos muestreos
de la rizésfera de biznagas silvestres nativas de Toliman, 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 podria influir sobre la
estructura y composicion de las comunidades bacterianas presentes en las
muestras.

A partir de dichas muestras rizosféricas de E. platyacanthus, se aislaron bacterias
utilizando medio para heterétrofos. Se obtuvieron 268 aislados cuya morfologia
colonial fue caracterizada, considerando la forma, color, luz transmitida y reflejada,
superficie, elevacion, borde y consistencia de las colonias, asi como las
caracteristicas celulares que se definieron a través de la tincion de Gram (Salinas-
Virgen, 2015).

Posteriormente, se extrajo el DNA gendmico de los 268 aislados y se amplifico el
gen 16S ribosomal, mismo que fue utilizado para realizar un analisis de restriccion
enzimatica (REA) que permitié hacer el agrupamiento de las bacterias en funcién
de sus patrones de restriccion. 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 mas de 5 aislados agrupados (4 grupos). Con
esto se obtuvieron 45 cepas en estudio a las que se les determind in vitro su
potencial para producir indoles (las 45 cepas), solubilizar fosfato inorganico (36
cepas), producir sideroforos para diferentes iones metalicos, principalmente hierro
(6 cepas), y ejercer control biolégico sobre el hongo fitopatégeno Fusarium solani
(22 cepas), como forma de evaluar sus capacidades PGPR.

Una identificacion taxondmica basada en la secuenciacién de genes 16S rRNA
ubico a estas bacterias en los géneros Bacillus, Pseudomonas y Stenotrophomonas
principalmente (Salinas-Virgen, 2019), con lo que se determind 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 seleccion6é aleatoriamente un
representante de cada género (Stenotrophomonas sp. EMP41, Bacillus sp. EMP2 y
Pseudomonas atacamensis EMP42) para hacer un analisis de gendmica
comparativa con cepas previamente reportadas, que permita identificar los
determinantes genéticos que producen dichas variaciones.
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5. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Cudles son las diferencias en la composicién y estructura gendémica 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. HIPOTESIS

Las cepas bacterianas en estudio tienen una organizacion genémica 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 gendmicas 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 especificos

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

hibridacion DNA-DNA in silico

Secuenciar y reconstruir el genoma de las cepas bacterianas seleccionadas.

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

4. Realizar la anotaciéon 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.

N
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8. METODOLOGIA

Las cepas Bacillus sp. EMP2, Stenotrophomonas sp. EMP41 y Pseudomonas
atacamensis EMP42, cuyas caracteristicas PGPR fueron previamente evaluadas
(de la Torre-Herndndez et al., 2020), se procesaron de acuerdo con el flujo de
trabajo que se muestra en la Figura 1. Fueron cultivadas en medio liquido TY
(Anexo ). El cultivo bacteriano se utilizd para la extraccion del DNA gendmico con
el Isolate Il: Genomic DNA kit (Meridian Bioscience, Cat: BIO-52066), con las
instrucciones del fabricante (Anexo Il). La obtencién de DNA de alto peso molecular
se observé mediante electroforesis horizontal en gel de agarosa al 0.8%, tefiido en
solucion de bromuro de etidio (5 pg/mL), usando como marcador de tamafo
molecular DNA de A/EcoRI (Anexo lll). Se hizo la cuantificacion en fluorometro Qubit
4 con el kit 1X dsDNA HS Assay Kit (Invitrogen, Ref: Q33230), siguiendo las
instrucciones del fabricante (Anexo 1V); y la evaluacion de pureza con el Nanodrop
2000 (Thermo Fisher Scientific, Cat: ND-2000).

Seleccion de cepas
(Bacillus,
Stenotrophomonas)

l

Cultivo
bacteriano

l

Extraccion de
DNA
genémico

l

Secuenciacio
nde DNA
gendémico

l

Analisis
bioinformatico

+ Ensamble de las secuencias * s————————=p |dentificacién basada en genoma
» Determinacion de la estructura
gendémica
+ Comparacioén gendémica
« Anotacion funcional

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

El DNA extraido de cada bacteria se envio a secuenciar al Integrated Microbiome
Resource (IMR) de la Universidad de Dalhousie en Canada, con la plataforma
llumina MySeq o PacBio, bajo protocolos estandar del IMR.

8.2. Andlisis bioinformatico para el ensamble de genomas

Los archivos fastQ obtenidos del servicio de secuenciacion se procesaron como se
indica en el flujo de trabajo de la Figura 2, con el uso del software bioinformatico
Geneious prime (Kearse et al., 2012), cuya descripcion completa se encuentra en

el Anexo V.
|

Secuenciacion
masiva (lllumina
miseq o PacBio)

l

Archivos
FastQ

lllumina PacBio

Unificacién de

Iectrras

Trimming

|

Normalizacién

I—‘ Ensamblaje —

Figura 2: Flujo de trabajo correspondiente al ensamblaje de los genomas bacterianos a partir de
los datos de secuenciacion obtenidos con las plataformas llumina y PacBio.
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El orden y la orientacion de los contigs obtenidos del ensamble se determinaron por
comparacion con un genoma de referencia con la herramienta Mauve (Darling et al.,
2004). El genoma de referencia seleccionado corresponde a la especie tipo mas
cercana a la cepa en estudio, de acuerdo con un analisis filogenético de los genes
16S rRNA clonados de las cepas en estudio.

La clonacion del gen 16S rRNA se realiz6 con el objetivo de eliminar la divergencia
genética inherente a este gen. El proceso de clonacién consistio en la amplificacion
del gen 16S rRNA por PCR con los primers 8F y 1492R (Anexo VI), la purificacion
de los productos con el Wizard Genomic DNA Purification Kit (PROMEGA, Ref:
A1120) con las instrucciones recomendadas por el fabricante (Anexo VII) y la unién
de los productos de amplificacién purificados a un vector de clonacién con el
PpGEM®-T Easy Vector Systems (Promega, Cat: A1360) con las instrucciones
recomendadas por el fabricante (Anexo VIII).

Posteriormente se transformaron células competentes de E. coli DH5a con el vector
de clonacion mediante electroporacion (Anexo 1X), las células transformadas se
seleccionaron en medio LB (Anexo 1) suplementado con X-Gal (50ug/mL), IPTG
(0,2mM). y ampicilina (50ug/mL). Después de la incubacion a 37°C, durante 24h, se
seleccionaron las colonias transformantes y se extrajeron sus respectivos plasmidos
mediante minipreps (Anexo X, Green & Sambrook, 2012).

Los plasmidos se linealizaron con la enzima de restriccion Scal. Los tamafios de
los amplicones del gen 16S rRNA, asi como de los plasmidos linealizados se
evaluaron mediante electroforesis horizontal en gel de agarosa al 1%, tefiido en
solucién de Bromuro de Etidio (5ug/mL), usando el marcador de tamafio molecular
de 100 a 3,000 pb de AXYGEN (ID: PID0173430, Anexo Ill). 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 Xl, para la obtencién de la
secuencia del gen 16S rRNA completa. Estas secuencias se cargaron en la
herramienta 16S-based ID, del servidor web EzBioCloud, para su identificacion
taxonomica (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 construyo un arbol filogenético con el método de maxima
verosimilitud, el modelo de sustitucion nucleotidica Jukes-Cantor, determinado
previamente con el software JModelTest (Darriba et al., 2012), y un analisis de
Bootstrap de 1,000 aleatorizaciones, en el software Mega 11 (Tamura et al., 2021).
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8.3. ldentificacion basada en genoma

Se hizo una identificacién taxondmica de cada cepa en estudio, basada en el
andlisis de la secuencia gendmica completa con dos enfoques, la hibridacion in
silico genome to genome (valor dDDH) en la plataforma TYGS del Instituto Leibniz
(Meier-Kolthoff & Goker, 2019) y la identidad promedio de nucle6tidos (valor ANI)
utilizando la herramienta TrueBack ID de EZBioCloud (Ha et al., 2019).

8.4. Identificacion de genes relacionados con actividades PGPR

La anotacion funcional de los genomas de las bacterias en estudio se realizé con la
herramienta online PGAP del NCBI (Tatusova et al., 2016). Paralelamente, se
realizo la busqueda de los genes/operones PGPR reportados en la literatura para
los géneros en estudio. Con este listado se identificacidn los genes/operones
relacionados con las actividades PGPR de las bacterias en estudio.

8.5. Identificacion de sitios CRISPR-Cas, genes de resistencia y evaluacion de
patogenicidad

Los sitios CRISPR-Cas se identificaron con el programa CRISPR-Cas Finder
(Couvin et al., 2018); los genes de resistencia a antibioticos se identificaron por
comparacion de la secuencia genOmica con la Base de Datos Integral de
Resistencia a los Antibidticos (CARD por sus siglas en inglés “Comprehensive
Antibiotic Resistance Database”; Alcock et al., 2023); y la prediccion 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
anotacién funcional, los sitios CRISPR-Cas y los genes de resistencia se generé
con la plataforma Proksee (Grant et al., 2023).

8.6. Gendmica comparativa

Este analisis requirio el establecimiento de los pangenomas de las bacterias de cada
especie para lo que se utilizé el pipeline Roary (Page et al., 2015) con el protocolo
del Anexo XIlI, 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 arbol filogenémico que contiene
el nimero de ortogrupos presentes en cada secuencia gendmica con el software
FastTree2 (Price et al., 2010) a través de OrthoVenn (Wang et al., 2015), utilizando
el método de maxima verosimilitud, el modelo de evolucion Jones Taylor Thornton
(JTT, Jones et al., 1992) con una aproximacion de tasa Unica para cada sitio (CAT)
y el test de probabilidad Shimodaira-Hasegawa (SH, Shimodaira & Hasegawa,
1999) para la determinacién de la topologia del arbol.
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9. RESULTADOS

9.1. Reconstruccion y comparacion genomica de Pseudomonas atacamensis
EMP42

9.1.1. Introduccion

El género Pseudomonas, perteneciente al Phyllum Pseudomonadota (Oren &
Garrity, 2021), Clase Gammaproteobacteria, es caracteristico por agrupar bacilos
Gram negativos de origen ambiental, encontrados generalmente en suelo y agua,
donde desempefian funciones ecoldgicas importantes (Lalucat et al., 2022).
Algunas especies del género son patégenos oportunistas de humanos como P.
aeruginosa asociada principalmente a enfermedades nosocomiales entre las que se
enlistan; neumonia, osteomielitis, infecciones de la piel y del tracto urinario, entre
otras (Tuon et al., 2022); o fitopatdgenos como P. syringae patdgeno de una gran
variedad de plantas como tomate, primula y Arabidopsis (Yang et al., 2023).

Sin embargo, la mayoria de las especies de Pseudomonas generalmente son
saprofitas inofensivas, pues es uno de los géneros mas abundantes en la rizésfera
de plantas como E. platyacanthus (de la Torre-Hernandez et al., 2020), y presentan
una amplia gama de actividades metabdlicas que permiten incluirlo en el grupo de
las PGPR (Zboralski & Filion, 2020). Son capaces de fijar nitrégeno, solubilizar
potasio, producir fosfatasas y acidos organicos para la solubilizacién de fosfatos,
sintetizar fitohormonas que mejoran el desarrollo de tejidos vegetales, producir
sideréforos que intervienen en la captacién de iones metélicos como el hierro, asi
como la produccién de antibiéticos y diversas enzimas liticas que le confieren la
capacidad de ejercer control biolégico sobre diferentes hongos fitopatdgenos, entre
otros (Sah et al., 2021).

Los efectos de la inoculacion de diferentes especies vegetales con Pseudomonas
con caracteristicas 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 humedo y
seco de las raices (Cochard et al., 2022); la desintoxicacion de plantas de garbanzo,
contaminadas con Cd, con P. fluorescens productora de sideroforos (Syed et al.,
2023); P. psychrotolerans mitiga el estrés salino y promueve el crecimiento de maiz,
disminuyendo la concentracién de acido abscisico en 1.5 veces, y la concentracion
de acido jasmonico en un 14.9% respecto a un control sin inocular (Kubi et al., 2021),
el 4cido abscisico, conocido como hormona del estrés, interviene en la sefializacion
quimica para el cierre de estomas y almacenamiento de agua (Khan et al., 2020), y
el &cido jasmonico, conocido como hormona de defensa, contribuye a la respuesta
de defensa de las plantas frente a estrés bidtico y abiotico (Khan et al., 2019); y P.
azotoformans mejora el crecimiento de trigo en condiciones de estrés por sequia
mediante la produccion de un expopolisacarido, incrementando el peso fresco
(25.1%) y seco (19.1%) de la raiz 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 rizosfera de
plantas en floracion 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 clinicos (Tohya et al., 2022),
heces de vaca (NCBI), suelo agricola (Zboralski et al., 2022) y asociadas a plantas
(Dolan et al., 2024; Elmahi et al., 2021; Girard et al., 2021); estas ultimas exhiben
algun rasgo PGPR.

Ademas, en el estudio previo descrito en los antecedentes, se aislo la cepa P.
atacamensis EMP42, cuyas caracteristicas PGPR in vitro e in planta han sido
descritas con anterioridad (Tabla 2, de la Torre-Hernandez et al., 2020; y Tabla 3,
Salinas-Virgen, 2019); e inicialmente fue identificada como Pseudomonas koreensis
mediante un analisis taxonémico basado en el gen 16S rRNA (Salinas Virgen et al.,
2020), sin embargo el analisis de su secuencia genémica revel6 que en realidad se
trata de una nueva cepa de Pseudomonas atacamensis.

Tabla 2: Caracteristicas PGPR de P. atacamensis EMP42

Produccion de Indoles SPO4
50.43+1.59 pg/mL 68.86+1.52 pg/mL
Biocontrol F. solani Produccion de Sider6foros
47.50+£2.5% Fe, Ni, Cu, K, Zn, Mo, V, Cd, Coy Pb

Tabla 3: Parametros de crecimiento de plantulas de A. thaliana inoculadas con P. atacamensis
EMP42

. Supervivencia RF MS* SS* IA RD* HAB*
Tratamiento NS* NI*
(%) (%) (s) (s) (s) (cm)  (cm)
Inoculadas 100 100 2.57 4.83 257 6.85 36 259 13.46
. No- 91.67 90.91 3.27 5.43 3.27 272 156 2.23 10.68
inoculadas

Los valores corresponden a la media de 15 plantas evaluadas 7 semanas después de la siembra.
Los parametros con * mostraron diferencias significativas. RF - plantas que forman rosetas; MS -
media del tiempo de aparicion del tallo principal; SS - tiempo medio de aparicion de tallos
secundarios; IA - media del tiempo de aparicion de las inflorescencias; NS - nimero medio de tallos;
NI: nimero medio de inflorescencias; RD — didmetro 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 expansion y posee
importantes caracteristicas biotecnoldgicas y PGPR, resalta la importancia de
realizar la identificacion taxonomica precisa junto con un analisis de gendmica
comparativa que permita describir las diferencias genéticas que le confieren
caracteristicas con potencial biotecnolégico a cepas como P. atacamensis EMP42.

9.1.2. Resultados y discusion

9.1.2.1. Andlisis taxondmico basado en la secuencia del gen 16S rRNA

La secuenciacion de genes 16S rRNA clonados tenia como objetivo producir una
identificacion mas 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 comparacién con la base
de datos EzBioCloud, con la herramienta 16S-based ID, mostré 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 arbol 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: Comparacién 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

Cobertura Similitud

Cepa tipo mas cercana NUmero de acceso
patip (%) (%)

Clona 1l Pseudomonas atacamensis

(PP838374) M7D1T SSBS01000008 100 99.92

Clona 2 Pseudomonas iranensis

(PP838375) SWRI54T JABWQUO010000041 100 99.73
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—
0.0020

Figura 3: Arbol filogenético de la cepa EMP42 y cepas tipo de Pseudomonas, basado en secuencias
parciales del gen 16S rRNA (1250 pb). La filogenia se infirié utilizando el método de Maxima
Verosimilitud; se muestra el arbol con la mayor probabilidad logaritmica (-3020,63). El porcentaje de
arboles en los que se agruparon los taxones asociados se muestra debajo de las ramas en azul. Las
pequefas longitudes de las ramas que representan el nUmero de sustituciones por sitio (valores
encima de las ramas) corresponden a 1 o 2 variaciones en las secuencias de genes.

Estas diferencias en la identificacion apuntaron a la necesidad de una
caracterizacion mas profunda basada en la secuenciacién del genoma, pues
aungue la secuencia del gen 16S rRNA se seleccioné inicialmente como marcador
molecular para estudios filogenéticos bacterianos, hoy en dia se sabe que carece
de suficiente poder discriminatorio para diferenciar especies, por lo que se requieren
estudios mas precisos como MLSA y la taxogenomica (Lalucat et al., 2020).

9.1.2.2. Reconstruccion gendmica y anotacion funcional de P. atacamensis
EMP42

De la secuenciacion 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 culminé en
la obtencion de la reconstruccién genémica que se muestra en la Figura 4, dénde
se observa un genoma cerrado de 6,145,328 bp, tamafo 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 circulos 1 y 2 encierran los genes de la cadena principal y la cadena
complementaria respectivamente; el circulo 3 muestra el contenido de GC; el circulo 4, el sesgo de
GC,; el circulo 5 los loci CRISPR-CAS (2 lineas naranja); los circulos 6 y 7 los genes de resistencia
(6 lineas rojo oscuro). La escala en Mbp se indica en el circulo interior.

La identificacion basada en la secuencia del genoma completo confirmé que la cepa
EMP42 es P. atacamensis. La herramienta TruebackID de EzBioCloud (Ha et al.,
2019) arrojo un valor ANI de 96.82%, mayor al limite establecido de 95% para la
delimitacién de especie (Yoon et al., 2017). Mientras que el software TYGS del
Instituto Leibniz (Meier-Kolthoff & Gdker, 2019) produjo un valor dDDH de 72.3%,
mayor al limite establecido de 70%,(Meier-Kolthoff et al., 2014), ambos parametros
son esenciales en la definicion de especie bacteriana.

Adicionalmente se encontrdé una secuencia de 36,460 pb, que no forma parte del
cromosoma principal, de acuerdo con la anotacion funcional corresponde al genoma
parcial de un bacteriofago. Cabe mencionar que, si bien existe un gran numero de
reportes de bacteriéfagos asociados a Pseudomonas, hasta el momento no existen
reportes de bacteriéfagos asociados a P. atacamensis en la plataforma de NCBI.
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Con la anotacién 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-homocisteina, yybP-ykoY para deteccion de manganeso y
mononucledtido de flavina (FMN), ademas 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 produccion 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 caracteristicas PGPR de P. atacamensis EMP42

Caracteristica

PGPR Gen Nombre del producto
iaaM Monoamina oxidasa
N Nitrilasa/cianuro hidratasa/apolipoproteina N-aciltransferasa
trpA Triptéfano sintasa cadena alfa
Produl'cA(':‘j\én de trpB Triptéfano sintasa cadena beta
trpC Indol glicerofosfato sintasa
trpD Antranilato fosforribosiltransferasa
trpF Fosforribosilantranilato isomerasa
bdlA_1 Proteina transductora/sensora de quimiotaxis aceptora de metilo
heA Proteina de quimiotactica CheA
cheB Glutamato metilesterasa CheB
cheR Metiltransferasa CheR
cheVv Proteina de quimiotactica CheV
cheWw Proteina de transduccion de sefiales de quimiotaxis CheW
cheY Regulador de respuesta a quimiotaxis CheY
chez Fosfatasa de respuesta a la quimiotaxis CheZ
cpaB Proteina de ensamblaje de pili FLP CpaB
cpaC Proteina de ensamblaje de pili FLP CpaC
Movilidad y cpakE Proteina de ensamblaje de pili FLP CpaE
quimiotaxis cs1 Protefna CS1 para la formacion de pili contiene el dominio C-terminal
ctpH Proteina quimiotactica aceptora de metilo CtpH
ctpL Proteina transductora/sensora de quimiotaxis aceptora de metilo CtpL
flaA Proteina flagelina FlaA
flaG Proteina flagelar FlaG
fleN Regulador de sintesis flagelar FleN
flgB Proteina de varilla del cuerpo basal flagelar FigB
flgC Proteina de varilla del cuerpo basal flagelar FIgC
flgD Proteina de ensamblaje de gancho flagelar FIgD
flge Proteina de gancho flagelar FIgE
flgF Proteina de bastén del cuerpo basal flagelar FIgF
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flgG
flgH
flgl
flgJ
flgk
flgL
flgM
flgN
flnA
flnB
flhF
fliA
fliE
fliF
fliG
fliH
flil
fliJ
fliK
fliL
fliM
fliP
fliQ
fliR
flis
fliT
Flp
flp/fap
gcbA
gspG
gspH
gspH/fimT
gspK
mcpA_1
mcpA_2
mcpH_1
mcpH_2
mcpP_2
mcpQ_1
mcpS
mcpU_2

Proteina de bastén del cuerpo basal flagelar FIgG
Proteina del anillo L del cuerpo basal flagelar FigH
Proteina del anillo P del cuerpo basal flagelar Flgl
Peptidoglicano hidrolasa FlgJ para el ensamblaje flagelar
Proteina FIgK asociada al gancho flagelar
Proteina FIgL asociada al gancho flagelar
Factor anti-sigma de biosintesis flagelar FIgM
Proteina flagelar FIgN
Proteina de biosintesis flagelar FIhA
Proteina de biosintesis flagelar FIhB
Proteina de biosintesis flagelar FIhF
Factor sigma de ARN polimerasa para el operén flagelar
Proteina gancho-basal del complejo corporal flagelar FliE
Proteina de anillo/collar MS del cuerpo basal flagelar FliF
Proteina interruptora del motor flagelar FliG
Proteina de ensamblaje flagelar FliH
ATPasa Flil exportadora de la proteina flagelar
Proteina de exportacion flagelar FliJ
Proteina de control de la longitud del gancho flagelar FIiK
Proteina asociada al cuerpo basal flagelar FliL
Proteina interruptora del motor flagelar FliM
Porina del sistema de secrecion flagelar tipo Il FlipP
Proteina de biosintesis flagelar FliQ
Proteina de biosintesis flagelar FIiR
Proteina de biosintesis flagelar FliS
Proteina flagelar FIiT
Pili tipo Vb de la familia FLP
Componente de pili Flp/Fap
Glutamato metilesterasa reguladora de la respuesta a la quimiotaxis
Sistema de secrecion tipo Il pseudopilina mayor GspG
Sistema de secrecién tipo Il pseudopilina menor GspH
Pseudopilina de la familia GspH/FimT
Sistema de secrecion tipo Il pseudopilina menor GspK
Proteina quimiotéactica aceptora de metilo
Proteina quimiotactica aceptora de metilo
Proteina transductora/sensora de quimiotaxis que aceptora de metilo
Transductor sensorial de quimiotaxis
Transductor sensorial de quimiotaxis
Proteina quimiotéactica aceptora de metilo
Proteina quimiotactica aceptora de metilo McpS

Proteina transductora/sensora de quimiotaxis que aceptora metilo
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mcpU_3 Proteina transductora/sensora de quimiotaxis que aceptora metilo

mMotA Proteina del estator del motor flagelar MotA
motD Proteina motora flagelar MotD
otB Proteina motora flagelar MotB
PAS Proteina quimiotactica aceptora de metilo que contiene dominio PAS
pctA Proteina quimiotactica aceptora de metilo PctA
pctA Proteina quimiotactica aceptora de metilo PctA
pctB Proteina quimiotactica aceptora de metilo PctB
pctB Proteina quimiotactica aceptora de metilo PctB
pctC Transductor sensorial de quimiotaxis que aceptor de metilo
WSpA Proteina quimiotactica aceptora de metilo WspA
wspC Metiltransferasa de quimiotaxis
ycgR Proteina de freno flagelar YcgR
Apl Fosfatasa alcalina
ASGA 1-acil-sn-glicerol-3-fosfato aciltransferasa
corC Proteina de eflujo de magnesio y cobalto CorC
NaPi Transportador de fosfato dependiente de sodio
phoB Proteina reguladora transcripcional PhoB (SphR) del regulén de
fosfato
phoD Fosfatasa alcalina D
phoH ATPasa relacionada con la proteina PhoH inducible por falta de
fosfato
phoHv ATPasa relacionada con la p;oteina PhoHyv inducible por falta de
osfato
phoP Proteina reguladora transcripcional de sintesis de fosfatasa alcalina
PhoP
phoQ Sensor histidina quinasa PhoQ
phoR Proteina sensora de regulén de fosfato PhoR (SphS)
phoU Proteina reguladora del sistema de transporte de fosfato PhoU
Solubilizacion . . L e
de P pitA Transportador de fosfato inorganico de baja afinidad
pntA NAD(P) transhidrogenasa subunidad alfa
pntB NAD(P) transhidrogenasa subunidad beta
Ppa Pirofosfatasa inorganica
ppaXx Pirofospatasa inorganica PpaX
Ppk Polifosfato quinasa
Ppx Exopolifosfatasa
ptsA Permeasa del sistema de transporte de fosfato PstA
ptsB Proteina de unién 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
Surk Exopolifosfatasa 5'-nucleotidasa SurE
ybey Hidrolasa YbeY dependiente de metales, implicada en la maduracion

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

bfrD Receptor de sideroforos dependiente de TonB

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

hierro

cntO Receptor de sider6foros dependiente de TonB

fcuA Proteina receptora de acromobactina férrica dependiente de TonB

fecA Proteina transportadora de dicitrato de hierro (11l) FecA

fecl Factor Sigma-70 (subfamilia.ECF),. gue controla la biosintesis de
pioverdina

fecR Proteina sensora de sideréforos de hierro

fhuA Receptor de sideroforos dependiente de TonB

IUP Proteina de absorcién de hierro
IgrB Sintetasa no ribosomal de biosintesis de sideréforos
pbuA Receptor PbuA de pseudobactina férrica M114
pupB Receptor de membrana externa de ferripioverdina
pvdA L-ornitina 5-monooxigenasa, PvdA para biosintesis de pioverdina

Produccién de pvdE Sistema de exportacion de pioverdina tipo ABC
sideréforos pvdH L-2,4-diaminobutirato:2-oxoglutarato aminotransferasa para
biosintesis de pioverdina

pvdl Sintetasa no ribosomal de cadena lateral de pioverdina

pvdJ/pvdD Proteina similar a PvdJ/PvdD/PvdP
/pvdP
Sintetasa no ribosomal de biosintesis de precursor de cromoforo de
pvdL pioverdina
pvdM Proteina PvdM similar a dipeptidasa que adapta la pioverdina
pvdN Aminotransferasa clase V para biosintesis 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 biosintesis de pioverdina
pvdU Serina/treonina quinasa sensible a pioverdina
pvdY Componente pequefio de sideréforo sintetasa
sbnA 2,3-diaminopropionato para biosintesis de sideréforos SbnA
sbnB 2,3-diaminopropionato para biosintesis de sideréforos SbnB
yqjH Proteina que interactla con sideroforos
ABM Monooxigenasa para biosintesis de antibiéticos
araC Regulador transcripcional de la familia AraC
arpC Proteina de membrana externa de bomba de eflujo de antibiéticos
ArpC
BIP Proteina de inmunidad a la bacteriocina
Control Receptor de membrana externa dependiente de TonB para
Biolégico btuB_3 ferrienteroquelina y colicinas.

Cim Proteina de inmunidad a la toxina similar a la colicina E3
CvpA Proteina de membrana necesaria para la produccion de colicina V
E3/S6 Citotoxina de la familia colicina E3/piocina S6

FUR Regulador transcripcional de la absorcién de hierro férrico
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hcnA Subunidad de cianuro de hidrégeno sintasa HchA

hcnB Subunidad HcnB de glicina deshidrogenasa formadora de cianuro
hcnC Subunidad de cianuro de hidrégeno sintasa HcnC
hcpA Efector del sistema de secrecion tipo VI de la familia Hcp
Imm Proteina de inmunidad a la toxina similar a la colicina E3
pepSY Peptidasa
prsD Sistema de secrecion tipo | de proteasa
prs Proteina de fusién de membrana de secrecion tipo |
S Proteina que contiene dominio de piocina tipo S
S6 Proteina de inmunidad a la toxina de la familia piocina S6
katB Catalasa
katE Catalasa HPII
Otros katG Catalasa/peroxidasa HPI
SIpA 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 estan dadas por la presencia de genes
gue codifican enzimas relacionadas con dichas actividades. En primer lugar, posee
genes relacionados con la movilidad y quimiotaxis indispensable para la
colonizacion de la rizosfera de las plantas y el inicio de la actividad PGPR (Zboralski
& Filion, 2020), como los operones FlaAB para la sintesis de Flagelina, FIhAB, FliIR
y FIgDH que intervienen en la sintesis de proteinas flagelares, y los genes CheAVY
que codifican proteinas quimiotacticas, entre otros.

En relacién con la produccion de IAA, se encontraron genes como trpABCDE
(sintetasas) que participan en la biosintesis de triptéfano (Singh et al.,, 2021),
Nitrilasas que intervienen en la produccién de IAA por la via del acetonitrilo (IAN),
Monoamina oxidasa (iaaM) en la via de la triptamina (TAM), IAD (Indol-acetaldehido
deshidrogenasa) en la via del indol-3-piruvato (IPyA). Estos hallazgos sugieren que
la cepa en estudio podria ser capaz de producir IAA a través de 3 diferentes vias
metabdlicas, cuya activacién depende del estimulo del entorno (Vega-Celedon et
al., 2016); cabe mencionar que la via del IPyA es mas utilizada por rizobacterias
benéficas para las plantas (Singh et al., 2022).

Otros genes importantes son aquellos que intervienen con la solubilizacion y
asimilacion de P, asegurando su absorcion (Kang et al., 2020) como API (fosfatasa
alcalina), PPA (pirofosfatasa inorganica), PPX (exopirofosfatasa), phoAPRU que
conforman el regulon pho encargado de la deteccion de la disponibilidad ambiental
de fosfato inorganico (Monds et al., 2006), ptsABCS (proteinas transportadoras de
P), etc.
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La capacidad para producir sideroforos esta representada por la presencia del
operon pvdADEHIJPLMNOQSUY necesario para la biosintesis de pioverdina,
sideroforo 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 & Briser, 2018). También por los genes acs 'y
fcu que codifican enzimas que intervienen en la produccion y asimilacion de
acromobactina, sideréforo de tipo hidroxicarboxilato inicialmente caracterizado en
Erwinia chrysanthemi (MlUnzinger et al., 2000), e identificado también en bacterias
del género Pseudomonas (Schalk et al., 2020); ademas posee un conjunto de genes
similares a los acs que codifican proteinas putativas que podrian intervenir en la
produccion de un sideroforo no caracterizado.

El control biologico de fitopatégenos esta codificado por genes que intervienen en
la produccion de moléculas con accion antimicrobiana, como E3 y S6 relacionados
con colicina y piocina, bacteriocinas citotoxicas producidas por bacterias Gram
negativas (Fathizadeh et al., 2020); el oper6n hcnABC necesario para la producciéon
de cianuro de hidrogeno, metabolito secundario que inhibe el crecimiento de
hongos, nematodos e insectos, mediante el bloqueo de la citocromo carbono
oxidasa en las mitocondrias (Sehrawat et al.,, 2022); ademas de limitar la
disponibilidad de hierro por la produccion de sideroforos, como la pioverdina
codificada por el operén pvdADEHIJPLMNOQSUY.

También se encontraron 16 genes de resistencia a antibiéticos como carbapenem
(BSU-1), macrolidos (mphK), lincosamida (ImrB y vmiR), nucledsidos (tmrB),
glicopéptidos (vanTWY), péptidos (mprF), aminoglicésidos-tetraciclina-fenicol
(ykkCD), agentes desinfectantes y antisépticos (qacGJ), acido fosfénico (FosBx1) y
cefalosporinas (Bcl). Estos genes forman parte del resistoma intrinseco 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 clinica (Cox & Wright, 2013),
ya que fue catalogada como no patdgena, con una probabilidad de prediccion de
0.081 menor al umbral establecido (0.3) por el servidor Pathogen Finder.

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

9.1.2.3. Comparacion gendémica de P. atacamensis EMP42

El andlisis del pangenoma de P. atacamensis se realiz6 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 formacion de
scaffolds que puedan interferir en la generacion del pangenoma (Nguyen et al.,
2014). Algunas caracteristicas del genoma de las 7 cepas utilizadas para este
analisis se encuentran en la Tabla 6.
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Tabla 6: Métricas basicas de los 7 genomas completos de Pseudomonas atacamensis utilizados
para la gendmica comparativa. Todas las secuencias poseen un %GC=60

B21-050

No. de acceso  Longitud . .
Cepa Fuente GenBank (Mbp) CDS Contigs Cobertura Referencia
atacamensis rizésfera de E (de la Torre-
’ EMP42 Iatyacanthus. CP149965.1 6.145 5,572 1 99x Hernandez et
P al., 2020)
. atacamensis rizésfera de (Elmabhi et al.,
SM1 palmera datilera CP070503.1 5.991 5,469 2 200x 2021)
. atacamensis rizésfera de (Afordoanyi et al.,
MGMMA4 girasol CP123909.1 6.011 6.011 1 150x 2023)
. atacamensis o, . (Girard et al.,
SWIR7 rizosfera de trigp  CP077081.1 6.084 5,461 1 121x 2021)
. atacamensis . (Zboralski et al.,
B21-026 suelo agricola CP087187.1 5.970 5,398 1 181x 2022)
. atacamensis . (Zboralski et al.,
B21-045 suelo agricola CP087171.1 5.992 5,405 1 139x 2022)
-aacamensis o oloagricola  CP087167.1 5940 5356 1 216x ~ (Zporalskietal,

2022)

Se pudo determinar que P. atacamensis tiene un pangenoma abierto y en expansion
(Figura 5) compuesto por 7,712 genes, de los cuales 3,264 son parte del genoma
accesorio. Este ultimo se compone de 1,104 genes compartidos por la mayoria de
los genomas (shell genome) y 2,160 genes compartidos por un subconjunto minimo
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 metabdlica especifica en el cloud
genome (Figura 6-B), compuesta por genes relacionados a la produccion de
proteinas de transposicion para recombinacién genética, proteinas relacionadas
con la replicacion y el metabolismo del ADN, y otras proteinas relacionadas con la
resistencia al cobre y la resistencia al cobalto-zinc-cadmio.
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Figura 5:Curva Pan-Core genome. El pangenoma de P. atacamensis varia a medida que se agregan
genomas (en ordenes aleatorios). A) Comparacién de genes conservados versus genes totales
agregados con los genomas. B) Comparacion de genes nuevos versus genes Unicos agregados con
los genomas.
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Figura 6: Pangenoma de Pseudomonas atacamensis. A) Grafico de pie que representa la proporcion
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 esta representado en <15%.
B) Matriz de presencia/ausencia de genes, las ramas del arbol filogenémico muestran el perfil
genético de cada una de las 7 cepas comparadas.
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Se determin6 que, con la totalidad de los genes, se generan 5,504 clisteres de
proteinas; de ellos, 5,062 se encuentran en la cepa EMP42 y 4,551 constituyen el
genoma central en donde estan codificadas proteinas con funciones relacionadas a
la sintesis de DNA, division celular y funciones metabdlicas basicas. El arbol
filogendmico (Figura 7) mostro que P. atacamensis EMP42 es filogenGmicamente
mas cercana a P. atacamensis B21-026, ya que ambas cepas tienen un numero
similar de ortogrupos, compartiendo la mayoria de ellos.

0.008 0.006 0.004 0.002 0.000

SWRI76
B21-026

EMP42 o
SM1
MGMM4 E7mmm

B21-045
B21-050

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

En la Figura 5 se muestran los grupos de proteinas exclusivos o compartidos
presentes en los genomas accesorios de 6 cepas de referencia. Entre los grupos de
proteinas compartidos se encuentran aguellos relacionados con funciones de PGPR
como la produccién de fosfatasa, la biosintesis de triptéfano, el metabolismo de
xenobidticos, la formacion de biopeliculas, el transporte de sideréforos, etc. P.
atacamensis EMP42 tiene también 7 grupos exclusivos, tres de ellos relacionados
con proteinas de unién al DNA, transporte y respuesta a la estimulacion por cadmio
-que podrian conferir a la bacteria resistencia al estrés por contaminacién con este
metal- y, los 4 restantes, no tienen una funcion bioldgica identificada.
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B21-026 B21-45

Tamano de cada lista

B21-45 MGMM4 SWRI76

Figura 8: Diagrama de Venn de los 208 clusteres de proteinas 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 triangulos se muestra el numero de clUsteres compartidos y al
extremo se muestran los clisteres exclusivos de cada cepa.
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9.1.3. Conclusiones

La estructura gendmica de la cepa EMP42 consiste en un Unico cromosoma cerrado
cuya anotacioén funcional indica que posee un gran numero de genes relacionados
con las caracteristicas PGPR descritas previamente. La mayoria de dichos genes
conforman operones completos, no agrupados en islas gendmicas, sino mas bien
distribuidos a lo largo de todo el genoma.

La identificacion basada en la secuencia gendmica completa indica que la cepa
EMP42 no es Pseudomonas koreensis, como se habia descrito originalmente, sino
Pseudomonas atacamensis, definido por valores de ANI=96.82% y dDDH=72.3%,
superiores a los establecidos para la delimitacién de especies.

La comparacién gendémica de P. atacamensis EMP42 con genomas de otras cepas
de la misma especie obtenidas de suelos rizosféricos o agricolas, mostr6é que la
mayoria 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 bacteriéfago,
resulta interesante, ya que podria tener implicaciones en la generacion de
variabilidad genética, mediante reordenamientos y/o transferencia de genes.

Las caracteristicas 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 determinaria si la cepa podria ser utilizada como
bioinoculante para cultivos de interés ademas de las cactéaceas.
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9.2. Stenotrophomonas sp. cepa EMP41, nueva especie con caracteristicas
PGPR aislada de Echinocactus platyacanthus.

9.2.1. Introduccién

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 caracteristicas fenotipicas permitieron su
reclasificacion (Ghosh et al.,, 2020). Es caracteristico por agrupar bacilos Gram
negativos de origen ambiental que se encuentran generalmente en agua y suelo,
aungue también es posible encontrarlo en otros sitios como ambientes extremos y
la rizésfera de las plantas (Pinski et al., 2020), por ejemplo S. acidaminiphila aislada
de un reactor de manto de lodo anaerdbico de flujo ascendente (UASB; Assih et al.,
2002), S. bentonitica aislada de bentonitas espafiolas (Sanchez-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 raton (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 cafa de azucar (Ramos et al., 2011).

Algunas de las especies de este género bacteriano son patégenas oportunistas de
humanos y estan relacionadas a enfermedades nosocomiales, como es el caso de
S. maltophilia relacionada con bacteriemia, infecciones respiratorias como la
neumonia, endocarditis, infeccidbn hepatica, ocular, del sistema nervioso, de la
meédula espinal, del tracto gastrointestinal, del tracto urinario, entre otros (Brooke,
2021). Sin embargo en los ultimos afios han sido descritas un gran numero de ellas
como S. rhizophila, S. pavanii e incluso S. maltophilia, asociadas a la rizosfera de
las plantas, donde intervienen en los ciclos biogeoquimicos del azufre y el nitrégeno,
y en la degradacién de diferentes compuestos (Pinski et al., 2020), y con diversas
caracteristicas que mejoran el desarrollo de las mismas, que permiten incluirlas
dentro del grupo de las PGPR como la produccion de indoles como hormonas
vegetales, la solubilizacion de K, la produccion de fosfatasas y acidos organicos
para la solubilizacion de P, el control biolégico de fitopatdgenos mediante la
produccién de antibidticos y enzimas liticas, la produccion de sideréforos para la
captacion de diferentes iones metalicos como el hierro, entre otros (Kumar et al.,
2023).

Los multiples beneficios de la inoculacion de diferentes plantas con bacterias del
género Stenotrophomonas han sido descritos ampliamente, por ejemplo, el
aumento de la tolerancia al estrés por sequia de plantas de garbanzo inoculadas
con Stenotrophomonas sp, aumentando la concentracion 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 raiz
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(47.22-63.41%), la biomasa (136.36-156.66%) y la concentraciébn de pigmentos
fotosintéticos (36.93-92.28%) de lechuga creciendo en condiciones de estrés salino
y contaminacion con diuron, herbicida de efecto prolongado (Silambarasan et al.,
2020). S. maltophilia como agente de control bioldgico 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 numero de cepas sin clasificar en la base de datos de
NCBI, tal es el caso de Stenotrophomonas sp. EMP41, cepa aislada de la rizésfera
de Echinocactus platyacanthus (biznaga dulce), nativa del semidesierto de
Querétaro. Esta cepa que inicialmente fue identificada como Pseudomonas sp
mediante un andlisis taxondmico basado en la secuencia del gen 16S rRNA,
también posee importantes caracteristicas PGPR (Tabla 7; de la Torre-Hernandez
et al., 2020). Analisis posteriores del genoma de esta bacteria indican que podria
tratarse de una nueva especie de Stenotrophomonas.

Tabla 7: Caracteristicas PGPR de Stenotrophomonas sp. EMP41

Produccidon de indoles SPO4
36.61+0.30 pg/mL 65.08+1.54 pg/mL
Biocontrol F. Solani Produccion de sideréforos
49.17+1.44% Fe, Ni, Cu, K, Zn, Mo, V, Cd, Coy Pb

Teniendo en cuenta el potencial biotecnolédgico de la cepa Stenotrophomonas sp.
EMP41, y laimportancia de diferenciar entre bacterias benéficas y patégenas, surge
la necesidad de hacer una clasificacion taxondémica precisa y una comparacion
gendémica que permita identificar caracteristicas genéticas importantes para su
actividad biologica.

9.2.2. Resultados y discusion

9.2.2.1. Anélisis taxondmico basado en la secuencia del gen 16S rRNA

Como se menciond anteriormente, la secuenciacion de genes 16S rRNA clonados
tenia como obijetivo producir una identificacion mas 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 comparaciéon con la base de datos EzBioCloud
mostr6 que ambas copias del gen tienen similitud con la cepa tipo
Stenotrophomonas pavanii DSM 25135 (Tabla 8). Ademas, las relaciones
filogenéticas de la cepa EMP41 y Stenotrophomonas estrechamente relacionadas
se evaluaron con un arbol 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 251357,
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Tabla 8: Comparacion 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

Cobertura Similitud

Cepa tipo mas cercana Numero de acceso (%) (%)
Clona 1 ii 100 99.86
StenotrophomonasTpavanu LDJINO1000038
Clona 2 DSM 25135 100 99.65

Stenotrophomonas sp EMP41 clona 1 (PQ034635)
*"% Stenotrophomonas sp EMP41 clona 2 (PQ034636)

0.001

Stenotrophomonas pavanii (LDJN01000038)
¥ Stenotrophomonas maltophilia (JALV01000036)

0.008

97

0.002

EﬁStenotrophomonas tumulicola (LC066089)
I Stenotrophomonas chelatiphaga (LDJK01000058)

0.

> Stenotrophomonas bentonitica (LT622838)

001

Stenotrophomonas rhizophila (CP007597)

7 0.013

0.004

Stenotrophomonas panacihumi (LLXU01000141)

0o

Figura 9: Arbol filogenético de la cepa EMP41 y cepas tipo de Stenotrophomonas, basado en
secuencias parciales del gen 16S rRNA (1400 pb). La filogenia se infiri6 utilizando el método de
Maxima Verosimilitud; se muestra el arbol con la mayor probabilidad logaritmica (-2441,90). El
porcentaje de arboles en los que se agruparon los taxones asociados se muestra debajo de las
ramas en azul. El arbol esta dibujado a escala, con la longitud de las ramas medida en nimero de
sustituciones por sitio (valores encima de las ramas).

Este analisis identificd a la cepa EMP41 como S. pavanii, sin embargo, hoy en dia
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 caracterizacién mas profunda basada en la secuenciacién del genoma.
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9.2.2.2. Reconstruccién genémica y anotacion funcional de Stenotrophomonas sp.
EMP41

De la secuenciacion del genoma completo se obtuvieron un total de 347,160
lecturas, con longitudes entre 51y 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 Unico 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 tamafio y un porcentaje de GC aproximados a los reportados para otras
cepas de S. pavanii.

M cos

H RNA

M oric

M °:GC

M GC Skew+

M GC Skew-

I CRISPR

. Genes de resistencia

Figura 10: Mapa del genoma cerrado de Stenotrophomonas sp. EMP41 con una longitud de
4,421,649 pb. Desde el exterior: los circulos 1 y 2 encierran los genes de la cadena principal y la
cadena complementaria respectivamente; el circulo 3 el contenido de GC; el circulo 4 el sesgo de
GC,; el circulo 5 muestra los loci CRISPR-Cas (2 lineas naranja); los circulos 6 y 7 los genes de
resistencia (seis lineas rojo oscuro). La escala en Mbp se indica en el circulo interior.
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Con el genoma ensamblado se realiz6 una identificacion basada en genoma en el
TYGS del Instituto Leibniz donde se determind que la cepa EMP41 podria tratarse
de una nueva especie ya que la cepa mas cercana a ella, filogenéticamente
hablando, es Stenotrophomonas sepilia SM16975", con un dDDH de 65.6%, menor
al limite establecido de 70%,(Meier-Kolthoff et al., 2014) de acuerdo con esta
plataforma (Meier-Kolthoff & Goker, 2019).

Con la anotacién 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; Ademas 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 produccién de enzimas
asociadas con actividades PGPR como los genes de los operones FIIAGKMT
CheBXYZ trpABCDE y phoABPRUA, entre otros (Tabla 9).

Tabla 9: Genes involucrados en las caracteristicas PGPR de Stenotrophomonas sp. EMP41

Caracteristica

PGPR Gen Producto
trpA Triptofano sintasa cadena alfa
trpB Triptofano sintasa cadena beta
trpC Indol-3-glicerol fosfato sintetasa
Produccion de trpD Antranilato fosforribosiltransferasa
IAA trpE Antranilato sintasa componente |
trpF Fosforribosilantranilato isomerasa
trpG Antranilato sintasa
trpl Regulador transcripcional, familia LysR
cheA Histidina quinasa para transduccion de sefiales CheA
cheB Proteina reguladora de la respuesta a la quimiotaxis glutamato metilesterasa
CheB
cheD Proteina quimiotactica CheD
cheR Metiltransferasa para quimiotaxis
cheV Proteina quimiotactica CheV
cheWw Proteina quimiotactica CheW
gﬂucmliigtziig cheY Regulador de la qu::rgL:La;&z;{::;ngttce)rzgr:jzﬂffsl%eellgsfccﬂ:g?;|orrecept0res alos
chez Fosfatasa de respuesta a quimiotaxis CheZ
fleN Regulador de sintesis flagelar FleN
fleQ Proteina reguladora flagelar FleQ
flgA Proteina de formacion del anillo P del cuerpo basal flagelar FIgA
flgB Proteina de varilla del cuerpo basal flagelar FIgB
flgC Proteina de varilla del cuerpo basal flagelar FIgC
flgD Proteina de modificacion de la varilla del cuerpo basal flagelar FigD
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flgE Proteina de gancho flagelar FIgE
flgF Proteina de varilla del cuerpo basal flagelar FIgF
flgG Proteina de varilla del cuerpo basal flagelar FIgG
flgH Proteina del anillo L flagelar FIgH
flgl Proteina del anillo P flagelar Flgl
flgd Proteina flagelar peptidoglicano hidrolasa FigJ
flgk Proteina asociada al gancho flagelar FIgK
flgL Proteina asociada al gancho flagelar FIgL
flgM Regulador negativo de la sintesis de flagelina FigM
flgN Proteina flagelar FIgN
flnA Proteina de biosintesis flagelar FIhA
flhB Proteina de biosintesis flagelar FIhB
flhF Proteina de biosintesis flagelar FIhF
fliA Factor sigma de la ARN polimerasa para el operén flagelar FliA
flic Flagelina FliC
fliD Proteina asociada al gancho flagelar FIiC
fliE Proteina del complejo gancho flagelar-cuerpo basal FliE
fliF Proteina del anillo M flagelar FliF
fliG Proteina interruptora del motor flagelar FIiG
fliH Proteina de ensamblaje flagelar FliH
flil ATP sintasa especifica de flagelo Flil
fliJ Proteina flagelar FliJ
fliK Proteina de control de la longitud del gancho flagelar FIiK
fliL Proteina flagelar FliL
flim Proteina interruptora del motor flagelar FliM
fliN Proteina interruptora del motor flagelar FIiN
flio Proteina de biosintesis flagelar FIiO
fliP Proteina de biosintesis flagelar FliP
fliQ Proteina de biosintesis flagelar FIiQ
fliR Proteina de biosintesis flagelar FIiR
flis Chaperona de secrecion flagelar FliS
fliT Proteina flagelar FIiT
ftcR Regulador transcripcional flagelar FtcR
motA Proteina de rotacién de motor flagelar MotA
motB Proteina de rotacién de motor flagelar MotB
ycgR Proteina de freno flagelar YcgR
ppa_1 Pirofosfatasa inorganica
Solubilizacién ppa_2 Pirofosfatasa inorganica
de fosfato corC Proteina de eflujo de magnesio y cobalto CorC
LAT Transportador de fosfato
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oprO Porina de membrana externa especifica de fosfato/pirofosfato OprO
oprP Porina de membrana externa especifica de fosfato/pirofosfato OprP
phoA2 Fosfatasa alcalina
phoB Proteina reguladora de la transcripcién PhoB
phoD Fosfatasa alcalina
phoH ATPasa relacionada con la proteina inducible por inanicion de fosfato PhoH
phoP Proteina reguladora de la transcripcién PhoP
phoR Proteina sensora de fosfato PhoR
phoU Proteina accesoria del sistema de transporte especifico de fosfato PhoU
ppaX Pirofosfatasa inorganica
ppk Polifosfato quinasa
ppx Exopolifosfatasa
ptsA Permeasa del sistema de transporte de fosfato PstA
ptsB Proteina de unién a ATP para la importacion de fosfato PstB
ptsC Permeasa del sistema de transporte de fosfato PstC
ptsS Proteina de union a fosfato PstS
ybez Proteina inducible por inanicién de fosfato PhoH
bfd Ferredoxina asociada a bacterioferritina
bfr Bacterioferritina
bfrD Proteina receptora de catecoles mopoméricos de hierro de membrana
externa dependiente de TonB
btuB_10 Receptor de sideréforos de hierro
btuB_12 Receptor de enterobactina férrica
btuB_13 Receptor de enterobactina férrica
btuB_20 Receptor de sideréforos de membrana externa
cntO_2 Receptor de sideréforos dependiente de TonB
dhbA 2,3-dihidr0-2,3-dihidr0xibenzoz_ato d’eshidrogenasa para biosintesis de
sideréforos
dhbB Isocorismatasa para biosintesis de sideroforos
Produccion de dhbC Sintetasa de isocorismato para biosintesis de sider6foros
sideréforos dhbE 2,3-dihidroxibenzoato-AMP ligasa para biosintesis de sideréforos
dhbF Sintetasa de péptidos no ribosémicos para biosintesis de sideréforos
entD 4'-fosfopanteteinil transferasa para biosintesis de sider6foros
exbB Sistema de transporte de sideroforos férricos ExbB
exbD Sistema de transporte de sideréforos férricos ExbD
fatA Receptor de hierro-ferricromo
fcuA Receptor de hierro-ferricromo
fecA Proteina transportadora de dicitrato de Fe(3) FecA
feck Sistema de transporte tipo ABC de sideréforos cobalamina/Fe3+
fecR Regulador del transporte de dicitrato de hierro FecR
feoA Proteina asociada al transportador de hierro FeoA
feoB Transportador de hierro FeoB
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Sistema de transporte de tipo ABC de Fe3+-hidroxamato, componente

fepB L
periplasmico
fepD Sistema de transporte de tipo ABC de sider6foros Fe3+, componente
P permeasa
fepG Sistema de transporte de tipo ABC de enterobactina, componente permeasa
foVA Receptor de membrana externa para el coprogeno férrico y el acido férrico-
P rodotoréacico
Fur Proteina reguladora para captacion de hierro
pfeA Receptor de membrana externa de enterobactina
viuB Sideréforo reductasa férrica dependiente de NADPH
yimA Sistema de transporte de complejos de hierro
yqjH Proteina que utiliza quelantes de hierro
Zur Proteina reguladora para captacion de hierro
chil Quitinasa A
E3 Proteina de sintesis de colicina V
btuB_17 Receptor de colicina |
Control ] ) ) o
biologico CirA_1 Receptor de membrana externa para ferrienteroquelina y colicinas
GirA 2 Receptor de membrana externa dependiente de TonB para ferrienteroquelina
— y colicinas
GirA 3 Receptor de membrana externa dependiente de TonB para ferrienteroquelina
— y colicinas
katA Catalasa
Otros
katE Catalasa

Las capacidades PGPR de la cepa Stenotrophomonas sp. EMP41 estan
determinadas por la por la presencia de genes que codifican enzimas relacionadas
con dichas actividades. Esta cepa posee genes relacionados con la flagelacion y
guimiotaxis que facilitan la colonizacién de la bacteria a la rizésfera de las plantas
(Adeleke et al., 2021), como los operones FIIAGKMT que intervienen en la sintesis
de proteinas flagelares y los genes CheBXYZ que codifican proteinas
quimiotacticas, entre otros.

En relacion con la produccion de IAA, se encontraron genes como trpBCDES
(sintetasas) que participan en la biosintesis de triptéfano (Singh et al., 2021), y en
la sintesis de acetaldehido deshidrogenasa (mhpF) que interviene en la produccién
de IAA por la via del indol-3-piruvato (IPyA), que es mas 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
produccion de IAA por la via del acetonitrilo (IAN) (Adeleke et al.,, 2021) y
Monoamina oxidasa (yobN) en la via de la triptamina (TAM) lo que sugiere que la
cepa en estudio podria ser capaz de producir IAA a través de 3 diferentes vias
metabdlicas, previamente descritas en bacterias, activadas mediante el estimulo del
entorno (Vega-Celeddén et al.,, 2016). Cabe mencionar que algunos genes
necesarios para la transformaciéon del triptéfano en el intermediario inicial de las
diferentes vias, principalmente la IPyA, no fueron encontrados, lo que podria
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explicarse con una posible conversién directa o con la intervencién de otras enzimas
(Ulrich et al., 2021).

La solubilizacién de P esta determinada por la presencia de genes de los operones
phoADEHUX que conforman el regulon pho encargado de la deteccién de la
disponibilidad ambiental de fosfato inorganico (Monds et al., 2006), gppA
(exopolifosfatasa), PPA (pirofosfatasa inorgéanica), API (fosfatasa alcalina), entre
otros, necesarios para la solubilizacion y asimilacion de P (Kang et al., 2020).

La produccion de sideroforos esta representada por la presencia de los genes viuB
(reductasa) y entD (transferasa) para la sintesis, y fepBCDG para el transporte de
sideroforos, ademas de los genes bfd y bfr que codifican bacterioferritina, molécula
de naturaleza proteica que interviene en la homedstasis y almacenaje de Fe como
reserva ante la deficiencia de este metal (Guo et al., 2022)

El control biologico de fitopatdgenos esta codificado por genes que intervienen en
la produccion de moléculas con accion antimicrobiana como E3 relacionada con la
sintesis de colicina, bacteriocina citotéxica producida por bacterias Gram negativas
(Fathizadeh et al., 2020); el gen chil que codifica una quitinasa, enzima que
degrada la quitina constituyente de los exoesqueletos de insectos, crustaceos y
nematodos, asi como de la pared celular de hongos, protozoarios y algas
(Jankiewicz et al., 2020); ademas de la limitacion de hierro por la produccion de
bacterioferritina antes mencionada.

Ademas, fue posible identificar 4 sitios de CRISPR-Cas necesarios para la
respuesta inmunitaria de las bacterias ante infecciones virales e inserciones de
elementos genéticos maoviles provenientes de la transferencia horizontal (Wheatley
& MacLean, 2021). También se encontraron 8 genes de resistencia a antibiéticos
como macrélidos-fluoroquinolonas-tetraciclina-fenicol (smeDEF) aminoglicosidos-
cefalosporinas-cefamicina (smeR), aminoglicosidos (AAC), fluoroquinolonas-
tetraciclina (adeF), glicopéptidos (vanY) y agentes desinfectantes y antisépticos
(gacJd), que forman parte del resistoma intrinseco de Stenotrophomonas spEMP41
por lo que es improbable que esta cepa no represente un riesgo de salud (Cox &
Wright, 2013) ya que ademés fue catalogada como no patégena con una
probabilidad de prediccion de 0.072 menor al umbral establecido (0.3) por el servidor
Pathogen Finder.

9.2.2.3. Comparacion genémica de Stenotrophomonas sp. EMP41

Debido a que Stenotrophomonas sp. EMP41 no cuenta con una clasificacion a nivel
de especie su genoma de se comparé 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
formacion de scaffolds que puedan interferir en la comparacion gendémica (Nguyen
et al., 2014). Algunas caracteristicas del genoma de las 10 cepas utilizadas para
este analisis se encuentran en la Tabla 10.
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Tabla 10: Métricas béasicas de los 10 genomas completos de Stenotrophomonas utilizados para
gendémica comparativa. Todas las secuencias gendmicas estan constituidas por 1 contig

No. de acceso Longitud GC .
Cepa Fuente CDS Cobertura Referencia
GenBank (Mbp) (%)
de la Torre-
Stenotrophomonas Rizosfera de E. . ( ,
No asignado 4.4 66.8 3,963 366X Hernandez et
sp EMP41 platyacanthus
al., 2020)
. acidaminiphil Biofilm d H t al.
S. acidaminiphila iofilm de CP043567 1 3.8 69 3,486 100x (Huyan et al.,
TO-18 reactor 2020)
S. aracearum . (Chunag et al.,
Anthurium CP115543.1 4.3 66.5 3,852 341x
A5588 2022)
S. geniculata Duan & Wu,
genieu Psilido asiatico ~ CP140571.1 45 665 4126  100x  (OUan&wu
FLMAT1 - 2023)
de citricos
o Friedrich et
S. indicatrix DAIF1 Agua CP037883.1 4.6 66.5 4,198 100x (
al., 2021)
S. maltophilia Humano LS483377.1 45 665 4080  100x  (Doyle, 2018)
NCTC10258 ' ' o vie:
S. nitritireducens Sedimentos (Oh & Kim
CP016756.1 45 64 3,936 102x ’
2001 lacustres 2016)
" . (Dohra et al.,
S. pavanii Y No determinado AP024684.1 4.6 67 4232 108.3x 2021)
Lu & Yu,
S. rhizophila BI2-2 Suelo CP088000.1 4.3 66.5 3,940 100x ( 2021)
S. riyadhensis .
(Vinuesa,
ESTM1A_MKCTX4 Agua CP155568.1 4.7 66.5 4,197 153x 2024)

10a

Se compararon un total de 25,171 genes, de los cuales s6lo 71 constituyen el
genoma central, el resto forman parte del genoma accesorio compuesto de 4,514
genes compartidos por la mayoria de los genomas (shell genome) y 20,586 genes
compartidos por un subconjunto minimo de los genomas (cloud genome), incluidos
aguellos genes presentes en solo uno de los genomas (Figura 11-A). Claramente la
cepa en estudio tiene diferencias gendmicas importantes con las cepas de
referencia, reflejadas en una firma metabdlica especifica en el cloud genome (Figura
11-B), compuesta por genes relacionados a la produccion de proteinas para la
replicacion y el metabolismo del ADN, la division celular, el transporte de
biopolimeros, ensamble de lipopolisacaridos, el censo de hierro, el transporte de P,

entre otros.
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Shell

Core

Cloud

B)

Arbol Matriz Roary
(10 cepas) (25171 clusters de genes

"

— S. genfculata FLMAT1
(CP140571.1)

—S. riyadhensis ESTM1A_MKCTX4_10a
(CP155568.1)

—S. maitophilia NCTC10258
(LS483377.1)

S. indicatrix DAIF1
(CP037883.1)

)
— S. aracearum A5588

(CP115543.1) | l I‘I

—S. rhizophifa BI2-2
(CP088000.1)
S. acidaminiphila T0-18
(CP043567.1)
S. nitritireducens 2001
(CP016756.1)

Stenotrephomonas sp. EMP41

{ (este estudio)
S. pavanii Y
(AP024684.1)

Figura 11: Comparacién genémica de Stenotrophomonas spp. A) Gréfico de pie que representa la
proporcién 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% vy el cloud genome esta
representado en <15%. B) Matriz de presencia/ausencia de genes, las ramas del arbol flogenémico
muestran el perfil genético de cada una de las 10 cepas comparadas.

Con la totalidad de los genes se generaron 4,835 clusteres de proteinas, de los
cuales 3,747 se encuentran en la cepa EMP41 y 2,562 se encuentran en todas las
cepas comparadas donde se codifican proteinas con funciones basicas
relacionadas a la sintesis de DNA, divisién celular y funciones metabdlicas basicas.
El arbol filogenémico (Figura 12) mostr6 que la cepa Stenotrophomonas sp. EMP41
es mas cercana filogendmicamente hablando a la cepa S. pavanii Y, con quien
comparte el mayor nimero de ortogrupos.
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S. aracearum A5588 (CP115543.1)
S. rhizophila BI2-2 (CP088000.1)
S. indicatrix DAIF1 (CP037883.1)
S. pavanii Y (AP024684.1) Er
eSﬁg;:;;phomonas sp. EMP41 (este
S. riyadhensis ESTM1A_MKCTX4_ m

10a (CP155568.1)

S. geniculata FLMAT1 (CP140571.1) [EEG)

S. maltophilia NCTC10258
(LS483377.1) 20

i

Figura 12: Arbol filogenémico de Stenotrophomonas spp. Se observa una escala de distancia de
0.02 y en morado se encuentra el nimero de ortogrupos que posee cada especie analizada.

La Figura 13 muestra los grupos de proteinas exclusivos o compartidos presentes
en los genomas accesorios de 6 cepas de referencia. Entre los grupos de proteinas
compartidos se encuentran aquellos relacionados con funciones de PGPR como el
transporte de sideroforos, biosintesis de lipopolisacaridos para la formacién de
biopeliculas, transduccion de sefiales para quimiotaxis, y muchos otros con funcién
bioldgica no identificada como los 8 grupos exclusivos de Stenotrophomonas sp.
EMPA41.
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Stenofrophomonas sp S. pavanii Y
EMP41

5. maltophilia NCTC10258

Tamafio de cada lista

EMP42 Y FLMAT1 DAIF1 NCTC10258 ESTM1A_M
KCTX4_10a

Figura 13: Diagrama de Venn de los 820 cllsteres de proteinas 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 triangulos se muestra el nimero de clisteres compartidos y al extremo
se muestran los clisteres exclusivos de cada cepa.
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9.2.3. Conclusiones

La estructura gendémica de la cepa Stenotrophomonas sp. EMP41 consiste en un
anico cromosoma cerrado cuya anotacion funcional indica que posee un gran
namero de genes relacionados con las caracteristicas PGPR descritas previamente.
La mayoria de dichos genes conforman operones completos, no agrupados en islas
gendmicas, sino més bien distribuidos a lo largo de todo el genoma.

El analisis filogendmico determindé que la cepa EMP41 puede ser una nueva
especie, posee un dDDH menor al 70% con S. pavanii, la especie tipo mas cercana.
La comparacion con genomas de otras especies de Stenotrophomonas mostro que
la cepa en estudio es claramente distinta a ellas (ADDH<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
fenotipicas y gendmicas que permitan dicha postulacion.

Las caracteristicas 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
cactaceas y diferentes cultivos con interés econdmico.
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9.3. Gendmica comparativa de Bacillus sp. EMP2, aislada de la riz6sfera de
E. platyacanthus.

9.3.1. Introduccién

El género Bacillus, perteneciente al Phylum Bacillota, antes Firmicutes (Oren &
Garrity, 2021); esta compuesto por bacterias Gram positivas en forma de baston,
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 esporulacion, siendo esta ultima de gran importancia ya que les
permite de sobrevivir en ambientes hostiles, volviéndolas candidatas potenciales
para la elaboracion de bioformulaciones agricolas estables y de alta prevalencia
(Etesami et al., 2023).

Algunas bacterias del género Bacillus son patégenos humanos, por ejemplo B.
cereus que es el agente etiologico de infecciones gastrointestinales causantes de
sindrome emético o diarreico (Jovanovic et al., 2021); y B. antracis, responsable del
antrax, enfermedad infecciosa grave que afecta humanos y animales, causante de
bacteremia severa y la muerte (Bartholomew et al., 2020). Otras especies son
patdbgenas de insectos como B. larvae, B. thuringiensis, B. subtillis y B.
amyloliquefaciens, ya que producen moléculas con accién larvicida como los
lipopéptidos, e insecticida como quitinasas, que degradan el exoesqueleto de los
insectos (Falqueto et al., 2021).

Sin embargo, la mayoria de las especies de Bacillus son sapréfitas inofensivas del
suelo donde juegan un papel importante en la regulacion de ciclos biogeoquimicos
como el del nitrdgeno (Mahapatra et al., 2022); y asociados a plantas donde realizan
diferentes actividades metabdlicas que resultan benéficas para las mismas, como
la produccién de indoles que funcionan como hormonas vegetales, la solubilizacién
de fosfatos mediante la produccién de fosfatasas y acidos organicos, la capacidad
de ejercer control biolégico sobre organismos fitopatégenos a través de la
produccién de antibidticos y enzimas liticas, la fijacién de nitrégeno y la induccion
de la resistencia sistémica de las plantas (Khan et al., 2022); lo que permite
clasificarlas dentro del grupo de las PGPR.

Existen multiples reportes sobre los beneficios adyacentes de la inoculacion 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 raiz, y 25% el grosor de la raiz de
plantas de maiz, en cultivo hidroponico (Deng et al., 2022); B. velezensis como
agente de control biologico reduce la infeccion 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, ademas lo protege contra
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estrés salino aumentando el contenido de los osmoprotectores prolina, hasta
144.86%, y azUcar soluble, en mas de un 70% (Shultana et al., 2021).

Actualmente el género Bacillus engloba 250 especies reconocidas, algunas de ellas
con las caracteristicas 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 enddfita de trigo en
Sonora, México en el afio 2015 (de los Santos et al., 2019). Sin embargo, los
reportes del beneficio de la inoculacion de plantas con esta bacteria son limitados y
los genomas secuenciados existentes son 6 y s6lo 1 estd completo (NCBI).

Sin embargo la clasificacion taxonomica 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), rizésfera de tomate (Kamali et
al., 2019), soya (Kim et al., 2022), pifia (Vaithanomsat et al., 2022) y trigo (Morales-
Sandoval et al., 2024); es importante mencionar que so6lo 7 de estas cepas tienen
su genoma completamente reconstruido.

En esta situacion de identificacibn taxondmica imprecisa se encuentra la cepa
EMP2, aislada de la rizésfera de Echinocactus platyacanthus (biznaga dulce), nativa
del semidesierto de Querétaro, con caracteristicas PGPR previamente descritas
(Tabla 11). La cepa fue identificada inicialmente como B. subtillis, pero un nuevo
analisis de su secuencia del gen 16S rRNA indicé que podria tratarse de una nueva
cepa de B. cabrialesii o B. inaguosorum, por lo que surge la necesidad de hacer
analisis taxonédmicos mas profundos basados en la secuenciacion del genoma
completo y la comparacion gendmica, que ademas permiten enriguecer la base de
datos gendmicos y evaluar caracteristicas PGPR de las bacterias a nivel genético.

Tabla 11: Caracteristicas PGPR de Bacillus sp. EMP2

Produccion de Indoles SPO4
33.55+0.48 ug/MI 28.87+2.63 ug/mL
Biocontrol F. solani Produccion de Sideréforos
Negativo Negativo
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9.3.2. Resultados y discusion.

9.3.2.1. Andlisis taxonémico basado en el gen 16S rRNA

De la clonacion 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 comparacion con la base de datos EzBioCloud mostré 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 inaguosorum KCTC13429
(AMXNO01000021, Tabla 12). Las relaciones filogenéticas de la cepa EMP2 y
bacterias del género Bacillus estrechamente relacionadas se evaluaron con un arbol
filogenético (Figura 14); como era de esperar, las 4 copias del gen se agruparon con
las cepas tipo antes mencionadas.

Tabla 12: Comparacion 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

Cobertura  Similitud

Cepa tipo mas cercana (NUmero de acceso) %) %)

Clona 1 100 99.66
Clona 2 B. cabrialesii TE3T (MK462260) / B. 100 99.86
Clona 3 inagquosorum KCTC13429 (AMXN01000021) 100 99.80
Clona 4 100 99.86
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Figura 14: Arbol filogenético de la cepa EMP2 y cepas tipo de Bacillus, basado en secuencias
parciales del gen 16S rRNA (1400 pb). La filogenia se infirié utilizando el método de Maxima
Verosimilitud; se muestra el arbol con la mayor probabilidad logaritmica (-2137.90). El porcentaje de
arboles en los que se agruparon los taxones asociados se muestra debajo de las ramas en azul. El
arbol esté dibujado a escala, con la longitud de las ramas medida en nimero de sustituciones por
sitio (valores encima de las ramas).

La comparacion de las secuencias del gen 16S rRNA clonadas de la cepa EMP2 no
permiti6 hacer una identificacion taxondmica precisa pues presenta los mismos
porcentajes de similitud con cepas tipo de dos especies distintas, lo que hizo
necesaria una caracterizacion mas profunda basada en la secuenciacion 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 Unicamente con
el andlisis de este gen debido a su naturaleza altamente conservada que
generalmente sobrepasa el limite establecido para la delimitacion de especies, con
mas del 99% de similitud entre secuencias de diferentes especies del género
(Borriss, 2020; Rooney et al., 2009). Ademas, el numero de copias de genes 16S
rRNA en diferentes especies es muy variable, en Bacillus puede haber mas de 10
(Liu et al., 2022; Nakano, 2020), y los polimorfismos de un solo nucleétido (SNP)
presentes en cada copia pueden dar lugar a una sobreestimacion de la diversidad
(Liu et al., 2022).
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9.3.2.2. Reconstruccién genémica y anotacion funcional de Bacillus sp. EMP2

De la secuenciacion 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 Unico 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 tamafio y porcentaje de GC muy cercanos a los
reportados para otras cepas de B. inaquosorum.

M cDos

H RNA

M oriC

M %GC

M GC Skew+

M GC Skew-

I CRISPR

. Genes de resistencia

Figura 15: Mapa del genoma cerrado de Bacillus sp. EMP2 con una longitud de 4,421,649 pb. Desde
el exterior: los circulos 1y 2 encierran los genes de la cadena principal y la cadena complementaria
respectivamente; el circulo 3 el contenido de GC; el circulo 4 el sesgo de GC; el circulo 5 muestra
los loci CRISPR-Cas (2 lineas naranja); los circulos 6 y 7 los genes de resistencia (14 lineas rojo
oscuro). La escala en Mbp se indica en el circulo interior.
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Con la secuencia del genoma completo se realiz6 una identificacion basada en
genoma con la que se determiné que la cepa EMP2 es B. inaquosorum, con un ANI
de 98.76%, mayor al limite preestablecido de 95% para la delimitacion 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 limite establecido de 70%, (Meier-
Kolthoff et al., 2014) de acuerdo con el TYGS del Instituto Leibniz (Meier-Kolthoff &
Goker, 2019). Con B. cabrialesii tiene un ANI de 93.97% y un dDDH de 54.4% por
lo que se descartd que la cepa EMP2 perteneciera a esta especie.

Con la anotacién del genoma se predijeron 4,122 genes codificantes, 64 regiones
reguladoras para: triptofano, mononucleétido de flavina (FMN), glicina, lisina,
aminoacilacion de aminoacidos (Tbox), metionina (Sbox) y otros mas. 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 produccion de enzimas asociadas con actividades PGPR
como los genes de los operones fIgBCN, trpABP y phoABDEHRP, entre otros (Tabla
13).

Tabla 13: Genes involucrados en las caracteristicas PGPR de B. inaquosorum EMP2

Caracteristica PGPR Gen Producto
iaaH Proteina A de utilizacion del aminobenzoil-glutamato
trpA Triptéfano sintasa cadena alfa
trpB Triptéfano sintasa cadena beta
trpC Indol-3-glicerol fosfato sintetasa
Produccion de 1AA trpD Antranilato fosforribosiltransferasa
trpE Antranilato sintasa
trpF N-(5'-fosforibosil) antranilato isomerasa
trpP Transportador de triptéfano
trpS Triptofano-RNAt ligasa
cheA Transduccion de sefales histidina quinasa CheA

Glutamato metilesterasa reguladora de la respuesta a la

cheB guimiotaxis CheB

cheC Fosfatasa CheY-P CheC

cheD Quimiorreceptor glutamina deamidasa CheD
cheR Glutamato metiltransferasa CheR
cheV Proteina quimiotactica CheV

Motilidad y quimiotaxis . o i
cheWw Regulador positivo de la actividad de la proteina CheA, CheW

Regulador de la quimiotaxis que transmite sefiales de los

chey quimiorreceptores a los componentes motores flagelares CheY
flaA Flagelina FlaA

flaB Proteina flagelar FlaB

floD Proteina flagelar FIbD

flbG Proteina flagelar FIbG
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fleN
flgB
flgC

flgD

flgE
flgF
flgG
flgK
flgL

flgM

flgN
flhA
flnB
flnF
flnG
flnO
flhnP
fliD
fliE
fliF
fliG
fliH
flil
fliJ
fliK
fliL
fliM
fliN
fliP
fliQ
fliR
flis
fliT
fliw
fliz
mcpA

mcpB

mcpC
motA

motB

Regulador de sintesis flagelar FleN
Proteina de varilla del cuerpo basal flagelar FigB

Proteina de varilla del cuerpo basal flagelar FIgC

Proteina de modificacion de la varilla del cuerpo basal flagelar

FlgD
Proteina de gancho flagelar FIgE
Proteina de varilla del cuerpo basal flagelar FIgF
Proteina de varilla del cuerpo basal flagelar FIgG
Proteina asociada al gancho flagelar FIgk

Proteina asociada al gancho flagelar FIgL

Regulador negativo de la sintesis de flagelina FigM anti-
sigma28

Proteina de biosintesis flagelar FIgN
Proteina de biosintesis flagelar FIhA
Proteina de biosintesis flagelar FIhB
Proteina de biosintesis flagelar FIhF
ATPasa ubicacion/namero del flagelo FIhG
Proteina del complejo gancho flagelar-cuerpo basal FIhO
Proteina del complejo gancho flagelar-cuerpo basal FIhP
Proteina de capuchén flagelar FliD
Proteina del complejo gancho flagelar-cuerpo basal FliE
Proteina del anillo M del flagelo FliF
Proteina del interruptor del motor flagelar FIliG
Proteina de ensamblaje flagelar FliH
ATP sintasa especifica de flagelo Flil
Proteina flagelar FliJ
Proteina de control de la longitud del gancho flagelar FIiK
Proteina asociada al cuerpo basal flagelar FliL
Proteina del interruptor del motor flagelar FliM
Proteina del interruptor del motor flagelar FIiN
Proteina de biosintesis flagelar FliP
Proteina biosintesis flagelar FIiQ
Proteina biosintesis flagelar FIiR
Chaperona de secrecion flagelar FIiS
Proteina de biosintesis flagelar FIiT
Factor de ensamblaje flagelar FIliW

Regulador del factor sigma S FliZ

Proteina sensora/transductora de quimiotaxis aceptora de
metilo

Proteina sensora/transductora de quimiotaxis aceptora de
metilo

proteina de quimiotaxis aceptora de metilo
Proteina de rotacion de motor flagelar MotA

Proteina de rotacion de motor flagelar MotB
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sigD Factor sigma de la ARN polimerasa para el operén flagelar
tipC Proteina de quimiotaxis aceptora de metilo TIpC
yfmS Proteina de quimiotaxis aceptora de metilo
yoaH Proteina de gquimiotaxis aceptora de metilo
yviE Proteina asociada al gancho flagelar
phoA Fosfatasa alcalina PhoA
phoB Fosfatasa alcalina PhoB
phoD Fosfodiesterasa/fosfatasa alcalina D
phoE Fosfatasa PhoE
phoH ATPasa inducible por inanicién de fosfato PhoH
phoP Proteina reguladora de la trans.cripcién de la sintesis de
fosfatasa alcalina PhoP
Solubilizacion de fosfato phoR Histidina quinasa PhoR
ppaC Pirofosfatasa inorganica dependiente del manganeso
ppaX Pirofosfatasa PpaX
ptsG Sistema PTS especifico de glucosa
ptsH Proteina transportadora de fosfato HPr
ptsl Fosfoenolpiruvato fosfotransferasa
ptsJ Regulador transcripcional, QOminio de la familia GntR /
Aspartato aminotransferasa
ahpA Peroxidasa especifica de biopelicula AhpA
bslA Proteina de la capa superficial del biofilm BslA
bslb Proteina de la capa superficial del biofilm BsIB
epsB Proteina tirosina quinasa EpsB
epsC Proteina de biosintesis de polisacaridos EpsC
epsD Glicosiltransferasa EpsD
E epsk Glicosiltransferasa EpskE
g epsF Glicosiltransferasa EpsF
Z‘ Proteina de biosintesis de exopolisacaridos de biopelicula
g epsG EpsG
\g epsH Glicosiltransferasa EpsH
Otros g epsl Piruvil transferasa Epsl
g epsJ Glicosiltransferasa EpsJ
E epskK Receptor de di-GMP ciclico EpsK
S epsL N,N'-diacetilbacilosamina 1-fosfato transferasa EpsL
§ epsM Acetiltransferasa EpsM
E epsN Glutamina-escilo-inositol transaminasa EpsN
. epsO Polisacarido piruvil transferasa EpsO
mstX Proteina de formacion de biopelicula MstX
remA Regulador de la matriz extracelular/biopelicula RemA
SipW Peptidasa de sefializacion SipW, necesaria para la secrecion
de TasA
tapA Proteina de anclaje/ensamblaje de TasA
tasA Proteina de matriz de biopelicula TasA
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opcR Regulador transcripcional del operén opuC, OpcR

OpuAA Transportador tipo ABC de betaina de glicina/prolina OpuAA
Subunidad de la permeasa del transportador tipo ABC de

OPUAB betaina y glicina/prolina OpuAB
" ODUAC Proteina de unién al sustrato del transportador tipo ABC de
o P betaina y glicina/prolina OpuAC
§ OpUBA Sistema de transporte tipo ABC de colina, proteina de union a
= ATP OpuBA
g OpUBB Sistema de transporte tipo ABC de colina, proteina permeasa
g OpuBB
o Sistema de transporte tipo ABC de colina, proteina de union a
) opuBC .
© colina OpuBC
2 Sistema de transporte tipo ABC de colina, proteina permeasa
1<) opuBD
=2 OpuBD
c B . .z
S OpUCA Transportador tipo ABC osmoprotector, proteina de union a
Z ATP OpuCA
0 opuCB Transportador tipo ABC de glicina
4 P betaina/carnitina/colina/sulfato de colina permeasa OpuCB
£ Lipoproteina de unidn al sustrato del transportador tipo ABC
2 opuCC
osmoprotector OpuCC
opuCD Transportador tipo ABC de glicina
P betaina/carnitina/colina/sulfato de colina permeasa OpuCD
opuD Transportador de glicina betaina OpuD
OopuE Simportador sodio/prolina osmorregulador OpuE
Regulador positivo de los genes de competencia tardia y
COmA Iy .
g ., produccién de surfactina (comsS, srfA, rapA)
S é srfAA Péptido sintetasa no ribosémica surfactina SIfAA
C
§ 9 srfAB Péptido sintetasa no ribosémica surfactina SIfAB
T O
Dif 2 srfAC Péptido sintetasa no ribosémica surfactina SIfAC
srfAD Subunidad tioesterasa de la surfactina sintasa SrfAD
o S katA Catalasa
% g katE Catalasa
s katX Catalasa

Las capacidades PGPR de la cepa B. inaquosorum EMP2 estan determinadas por
un conjunto de genes que intervienen en la sintesis de enzimas relacionadas con
dichas actividades. En primer lugar, la movilidad y la quimiotaxis de la bacteria,
necesarias para a colonizacion exitosa de la rizosfera de las plantas, estan definidas
por la presencia de genes codificantes de proteinas quimiotacticas vy
quimiorreceptores (CheABCDRVWY) y proteinas que intervienen en la sintesis de
estructuras flagelares (fIEGHILMPQRSW, flgBCN, flhnABFGOP, etc).

La produccién de IAA se ve representada por la presencia de los genes
trpABCDEPS (sintetasas) que participan en la biosintesis de triptéfano (Singh et al.,
2021), iaaH que codifica una hidrolasa involucrada en la sintesis de acetaldehido
deshidrogenasa, que interviene en la produccion de IAA por la via del indol-3-
piruvato (IPyA), generalmente utilizada por rizobacterias benéficas para las plantas
(Singh et al., 2022). No fueron encontrados genes relacionados a otras vias de
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produccion de IAA, lo que sugiere que EMP2 soélo produce IAA por la ruta
mencionada. La solubilizacion de P esta determinada por la presencia de genes de
los operones phoABDPR que conforman el regulén pho encargado de la deteccion
de la disponibilidad ambiental de fosfato inorganico (Monds et al., 2006), ptsGHIJ
(transportadores), ppaC (pirofosfatasa), ppaX (pirofosfatasa PPAX), entre otros,
necesarios para la solubilizacién y asimilacion de P (Kang et al., 2020).

En el genoma de la cepa EMP2 no se encontraron genes relacionados a la
produccion se sideroforos, ni a la sintesis de quitina, lo que concuerda con la
caracterizacion fenotipica de la bacteria (de la Torre-Herndndez et al., 2020). Sin
embargo, fue posible identificar genes relacionados con otras caracteristicas
benéficas para las plantas, como el operon epsBCDEFGHIJKO vy los genes tasA,
bslAB, mstX, determinantes de la produccién de expopolisacérido y la formacién de
biofilm que mitigan el estrés hidrico (Rajkumar et al., 2024), y el operén opuD/E/
AA/AB/AC/BA/BB/BC/BD/CA/CB/CC/CD que interviene en la sintesis y transporte
de osmoprotectores para aminorar el estrés salino (Ibarra-Villarreal et al., 2021),
generando tolerancia sistémica inducida (IST) al estrés abidtico al que estan
sometidas las plantas en ambientes adversos (Etesami & Maheshwari, 2018). Otros
genes encontrados estan relacionados a la produccion de lipopéptidos como la
surfactina (srfAA/AB/AC/AD) que podria tener efecto plaguicida contra insectos,
acaros y nematodos en los cultivos (Penha et al., 2020).

Ademas, fue posible identificar 2 sitios de CRISPR-Cas necesarios para la
respuesta inmunitaria de las bacterias ante infecciones virales e inserciones de
elementos genéticos méviles provenientes de transferencia horizontal (Wheatley &
MacLean, 2021). También se encontraron 16 genes de resistencia a antibiéticos y
desinfectantes como carbapenem (BSU-1), macrdlidos (mphK), lincosamida (ImrB),
nucleésidos (tmrB) glicopéptidos (vanTWY), lincosamida-estreptogramina (vmiR),
antibioticos peptidicos (mprF), aminoglicosidos-tetraciclina-fenicol (ykkCD), agentes
desinfectantes y antisépticos (gacGJ), acido fosfénico (fosBx1) y cefalosporinas-
penem (Bcl), que forman parte del resistoma intrinseco de B. inaquosorum EMP2
que contribuye al establecimiento y supervivencia de la cepa en el nicho ecoldgico,
al no ser afectado por los antibiéticos producidos por otros microorganismos
competentes (Amna et al., 2020). Por otro lado, la cepa fue catalogada como no
patdgena, con una probabilidad de prediccion de 0.108, menor al umbral establecido
(0.3) por el servidor Pathogen Finder, por lo que podria ser utilizada para la
formulacion de bioinoculantes.

9.3.2.3. Comparacion genémica de B. inaquosorum EMP2

El analisis del pangenoma de B. inaquosorum se realiz6 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
caracteristicas del genoma de las 8 cepas utilizadas para este analisis se
encuentran en la Tabla 14.
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Tabla 14: Métricas bésicas de los 8 genomas completos de Bacillus inaquosorum utilizados para la

gendémica comparativa. Todos los genomas estan ensamblados en un contig

No. de acceso  Longitud GC .
Cepa Fuente CDS Cobertura  Referencia
GenBank (Mbp) (%)
. o (de la Torre-
B. inaquosorum Rizosfera de E. 3
CP162598 4.2 43.9 4,122 484x Hernandez et
EMP2 platyacanthus
al., 2020)
B. inaquosorum Solucién (Akhremchuk
L CP141263.1 4.2 44 4,315 75x
BIM-B-2002 etandlica et al., 2023)
B. inagquosorum Productos Wang & Shi,
a e CP126534.1 4.2 a4 agle  agx  (Wang
BSY82 probidticos 2023)
B. inagquosorum . .
N P029465.1 4.4 44 4,374 209.4 Kim, 201
KCTC-13429 o determinado CP029465 3 09.4x (Kim, 2018)
Suelo
B.i I Ishii
|naqsulgsorum contaminado con CP135973.1 4.4 44 4,441 1029x (mda;ois)s .
metales pesados
B. inagquosorum
I P127095.1 4.2 44 4,291 1 R 202
LBAOOL Suelo C 095 ,29 00x (Rosas, 2023)
B. inaquosorum Intestino de
CP123994.1 4.1 44 4,309 99.7x  (Shen, 2023)
M3 pescado
B. inaquosorum Glycyrrhiza Kong & Hou,
d yeyTiz CP096592.1 4.2 aa 4303 qo0x (KON
A65-1 uralensis Fisch 2022)

Con este analisis se determind que la especie B. inaquosorum tiene un pangenoma
abierto y en expansion (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 mayoria de los genomas (shell genome) y 1,102 genes
compartidos por un subconjunto minimo de los genomas (cloud genome), incluidos
aguellos 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
metabdlica especifica en el cloud genome (Figura 17-B), comparable solo con las
cepas aisladas de suelo, compuesta por genes relacionados a la produccién de
proteinas de transposicion para recombinacion genética, proteinas relacionadas
con la replicacion del DNA, con la sintesis de estructuras flagelares y
peptidoglucano, entre otras.
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Figura 16: Curva Pan-Core genome. El pangenoma de B. inaquosorum varia a medida que se
agregan genomas (en ordenes aleatorios). A) Comparacion de los genes conservados contra los
genes totales agregados con los genomas. B) Comparacién de los genes nuevos contra los genes

Unicos agregados con los genomas.
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B)

Arbol Matrlz de Roary
(8 cepas) (54487 clusters de genes)

BIM-B-2002
BSY82
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Figura 17: Pangenoma de Bacillus inaquosorum. A) Gréfico de pie que representa la proporcion 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 esta representado en <15%.
B) Matriz de presencia/ausencia de genes, las ramas del arbol filogenédmico 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 cllsteres de proteinas, de los
cuales 3,962 se encuentran en la cepa EMP2, 3,697 constituyen el genoma central
en donde se codifican proteinas con funciones basicas relacionadas a la sintesis de
DNA, division celular, esporulacion, quimiotaxis, transporte de aminoacidos,
funciones metabdlicas basicas y algunas relacionadas con caracteristicas PGPR
cono la produccion de fosfatasas. En arbol filogendmico de la Figura 18 se muestra
que la cepa EMP2 de B. inaquosorum es mas cercana, filogendmicamente
hablando, de la cepa B. inaquosorum LBAOOl, ya que ambas cepas tienen un
namero similar de ortogrupos y comparten la mayoria de ellos.

0.008 0.006 0.004 0.002 0.000
L1 1 I I |

H5y82

TR

Figura 18: Arbol filogenémico de B. inaquosorum. Se observa una escala de distancia de 0.002 y
en morado se encuentra el nimero de ortogrupos que posee cada cepa analizada.

En la Figura 19 se muestran los grupos de proteinas presentes en los genomas
accesorios de las 3 cepas de referencia aisladas de suelo, ya que solo con ellas la
cepa EMP2 comparte algunos clUsteres. Entre los grupos de proteinas compartidos
se encuentran algunos relacionados a la biosintesis de acido teicoico y elementos
de transposicion, la mayoria de estos grupos no tienen una funcion biolégica
identificada. Ademas, EMP2 posee 4 grupos exclusivos de los cuales 2
corresponden a elementos de transposicion y los otros 2 no tienen una funcién
bioldgica definida.
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EMP2 KCTC-13429

Tamafo de cada lista
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=13 KCTC-13429
EMP2 LBAOOT

Figura 19: Diagrama de Venn de los 109 clUsteres de proteinas que la cepa B. inaquosorum EMP2
(en azul) comparte con alguna de las cepas de referencia SI3, KCTC-13429 Y LBAOOL. En las
intersecciones de los dvalos se muestra el nimero de clisteres compartidos y al extremo se
muestran los clusteres exclusivos de cada cepa.
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9.3.3. Conclusiones

La estructura gendmica de la cepa EMP2 consiste en un Unico cromosoma cerrado
cuya anotacion funcional indica que posee genes relacionados con las
caracteristicas 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 delimitacion
de especies.

La caracterizacion fenotipica indica que EMP2 no posee notables caracteristicas
PGPR, sin embargo, posee genes que codifican para la produccién de
exopolisacéridos (EPS) y osmoprotectores, que reducen el estrés abibtico, asi
como la produccion de lipopéptidos para la prevenciéon de plagas en los cultivos.
Estas caracteristicas genéticas son compartidas con otras cepas aisladas del suelo,
gue 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 obtencién de ensambles de buena calidad. Permitiendo la identificacion
taxonomica precisa de las mismas basada en sus secuencias genomicas
completas.

La anotacion funcional de cada genoma permitié identificar los genes u operones
que les confieren las caracteristicas PGPR a estas bacterias y determinar que los
mismos se encuentran distribuidos a lo largo del genoma y no estan agrupados en
islas gendmicas o elementos extracromosomicos.

La comparacion gendémica de las cepas en estudio, con otras del mismo género y/o
especie previamente reportadas, mostré mayor cercania en estructura genémica
con cepas aisladas de origenes similares.
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12. ANEXOS

ANEXO I. Medios de cultivo y soluciones
Medio LB para seleccion de transformantes

Composicion: Triptona 10g/L, extracto de levadura 5¢g/L, NaCl 10g/L y agar 1.5%

Disolver los reactivos, a excepcion del agar, en agua destilada; ajustar el pH a 7 con
HCI 1N o NaOH 1N; agregar el agar y esterilizar en autoclave durante 15 minutos a
121°C y 15lb de presién. Una vez atemperado el medio suplementarlo con Xgal
50mg/mL (50uL por caja para alcanzar una concentracion final de 0.01mg/mL) y
ampicilina 50mg/mL (50uL por caja para alcanzar una concentracion final de
0.01mg/mL); verter 25mL en cajas Petri de 90mm de diametro. Agregar 100uL de
IPTG 0.1M sobre cada placa y dispersalo con varilla de vidrio hasta su absorcion.

Medio LB para cultivo de células transformadas
Composicion: Triptona 10g/L, extracto de levadura 5g/L, NaCl 10g/L

Disolver los reactivos en agua destilada y ajustar el pH a 7 con HCI 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 15Ib de presion. Una vez atemperado el medio suplementar
cada tubo con 50uL ampicilina 50mg/mL alcanzar una concentracion final de
0.5mg/mL.

Medio SOC para transformacion celular

Composicion: Triptona 2%, extracto de levadura 0.5%, NaCl 10mM, KCI 2.5mM,
MgCl210mM, MgSO4 10mM y glucosa 20mM

Disolver los reactivos en agua destilada y ajustar el pH a 7 con HCI 1N o NaOH 1N;
esterilizar en autoclave durante 15 minutos a 121°C y 15Ib de presion.

Medio TY para cultivo para heterotrofos (Aguirre-Garrido et al., 2012)
Composicion: Triptona 5g/L, extracto de levadura 3g/L y CaClz 1g/L

Disolver los reactivos en agua destilada y ajustar el pH a 7 con HCI 1N o Ca(OH),
IN; distribuir en alicuotas de 5mL en tubos con tapa de rosca y esterilizar en
autoclave bajo condiciones normales (15 minutos a 121°C y 15Ilb de presion).

Medio TYM para células competentes
Composicion: 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 HCI 1N o NaOH 1N;
para medio liquido 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 15Ib de
presion). Para medio sélido agregar agar 1.2%, esterilizar con bajo las condiciones
antes mencionadas y verter 25mL en cajas Petri de 90mm de diametro.
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Buffer de carga de DNA para electroforesis

Composicion: 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 1Xy homogeneizar cuidadosamente evitando la formacion de burbujas.

Buffer de tincién de bromuro de etidio para geles de agarosa para
electroforesis de DNA

Composicion: EtBr (10mg/mL) 40uL/L

Agregar 40uL de EtBr 10mg/mL a 500mL de TAE 1X, mezclar y aforar a 1L con
TAE 1X.

Ca(OH), 1N

Composicion: Ca(OH), 37.05g/L

Disolver el reactivo en 500mL de agua destilada y aforar a 1L
Etanol al 70%

Composicion: EtOH 96% 729.17mL/L

Aforar a 1L con agua destilada.

NaOH 1IN

Composicion: NaOH 40g/L

Disolver el reactivo en 500mL de agua destilada y aforar a 1L.
HCI 1N

Composicion: HCI (37%) 82mL/L

Agregar lentamente el &cido a un matraz aforado con 918mL de agua destilada.
Solucién de ampicilina 50mg/mL

Composicion: Ampicilina 0.5g/10mL

Disolver la ampicilina en 5mL de agua destilada y aforar a 10mL, esterilizar por
filtracion con microfiltro de 0.22 um, conservar a 4°C.

Solucién acetato de sodio 3M pH 5.2
Composicion: CH3COONa 12.36g/50mL

Disolver el reactivo en 30 mL de agua destilada y aforar a 50mL.
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Solucién acetato de potasio 5M pH 5.2

Composicion: CH3COOK 24.5375g/50mL

Disolver el reactivo en 25mL de agua destilada y aforar a 50mL.
Solucién de lisis NaOH 100mM/SDS 0.5%

Composicion: NaOH 10mM 10mL/50mL, SDS 0.5% 2.5mL/50mL
Solucioén para criopreservacion

Composicion: Glicerol 50% (en agua destilada)

Hacer alicuotas de 900uL en criotubos con tapa de rosca y esterilizar en autoclave
durante 15 minutos a 121°C y 15Ib de presion.

Solucion de IPTG 0.1M
Composicion: IPTG 0.238 g/10mL

Disolver el reactivo en 5mL de agua destilada, esterilizar por filtracion con
microfiltro de 0.22 pum, conservar en oscuridad a 4°C.

Soluciéon Tfbl para preparacién de células competentes

Composicion: Acetato de potasio 1M, MnCI2 1M, KCI 2M, CaCl2 1M vy glicerol puro
15%

Las soluciones se preparan por separado, se esterilizan en autoclave durante 15
minutos a 121°C y 15Ib de presion y se mezclan en un recibiente estéril y se lleva
al volumen final con agua destilada estéril previo a su uso.

Solucion Tfbll para preparacién de células competentes
Composicion: Na-MOPS 1M, KCI 2M, CaCl2 1M y glicerol puro 15%

Las soluciones se preparan por separado, se esterilizan en autoclave durante 15
minutos a 121°C y 15Ib de presion y se mezclan en un recibiente estéril se lleva al
volumen final con agua destilada estéril previo a su uso.

Solucién de XGAL 50mg/mL
Composicion: XGAL 0.5g/10mL

Disolver el reactivo en 5mL de DMSO y aforar a 10mL, esterilizar por filtracién con
microfiltro de 0.22 pum, conservar a 4°C.

TAE 50X para electroforesis de DNA

Composicion: Tris base 242g/L, acido acético glacial 57.1mL/L, EDTA 0.5M
100mL/L

96



Disolver el tris base en 500 mL de agua destilada, agregar el acido acético y el
EDTA, aforar a 1L.

TAE 1X para electroforesis de DNA

Composicion: TAE 50X 20mL/L
Agregar a 500 mL de agua el TAE 50X, mezclar y aforar a 1L.
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ANEXO Il. Protocolo de extraccion de DNA

El protocolo de extraccion del Isolate Il genomic DNA Kit (Meridian Bioscience, Cat:
BIO-52066), en el que se agregd un paso de eliminacibn de RNA con RNAsa
(Promega, Ref: A797A), es el siguiente:

1.

18.
19.
20.

Poner 500uL de cultivo fresco de cada bacteria en medio liquido TY (ver
Anexo |) en microtubos de 1.5mL

Centrifugar a 11,000 rpm por 1min

Descartar el sobrenadante y resuspender el pellet celular en 200uL de
buffer de Lisis GL

Agregar 25uL de proteinasa K y 200uL de buffer de lisis G3

Incubar a 70°C durante 15min

Mezclar en vortex

Agregar 3uL de RNAsa e incubar a 37°C por 30min

Mezclar en vortex

Agregar 210uL de EtOH 96% y agitar en vortex

Montar la columna en un tubo colector y agregar la muestra

Centrifugar a 10,000 rpm por 1min y se descartar el eluido

Agregar 500puL de buffer de lavado GW1

Centrifugar a 10,000 rpm por 1min y descartar el eluido

Agregar 600puL de buffer de lavado GW2

Centrifugar a 10,000 rpm por 1min y se descartar el eluido

Centrifugar a 10,000 rpm por 1min para eliminar restos de etanol

Pasar la columna a 1 microtubo de 1.5mL previamente rotulado y agregar
100pL de buffer de elucion G precalentado a 70°C

Incubar a temperatura ambiente por 1min

Centrifugar a 10,000 rpm por 1min

Descartar la columna y se conservar la muestra a 4°C
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ANEXO lll. Electroforesis de DNA

Se utilizaron geles de agarosa para separacién del DNA, las concentraciones de
trabajo generalmente se encuentran entre 0.8% y 1.2%, dependiendo del tamafo
de la molécula que se va a analizar. La preparacion es la siguiente:

1.

2.
3.

ok

10.

11.

Preparar 30mL de gel de agarosa 0.8-1.2% p/v (agarosa / buffer TAE 1X,
ver Anexo )

Calenté la mezcla en horno de microondas hasta disolver la agarosa
Verter la solucion en la charola para hacer geles y, dentro de ella, colocar
el peine para formar los pozos

Dejar gelificar durante 20min

Una vez que se solidifique el gel, retirar el peine y colocarlo dentro de la
camara de electroforesis con buffer TAE 1X

Cargar 3pL de marcador de tamafo molecular. Los marcadores de
tamafio molecular utilizados fueron DNA de fago A digerido con EcoRlI, en
el caso de visualizar DNA de alto peso molecular, y marcador de 100 a
3,000 pb (Axygen, IDPID0185432), en el caso de analizar el gen 16S
rRNA amplificado por PCR o el plasmido linealizado

Mezclar 3pL de cada muestra con 2uL de buffer de carga de DNA (ver
Anexo )

Cargar el volumen total de la mezcla anterior en pozos independientes del
gel (5uL en cada pozo)

Realizar la corrida a 100 volts durante 30min

Colocar el gel en buffer de tinciobn de bromuro de etidio (0.5pug/mL, ver
Anexo ) durante 15min

Revelar el gel en transiluminador y fotodocumentador. El transiluminador
utilizado fue el KODAK EDAS 290 con lampara UV y se guardo la
fotografia con el software K1D
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ANEXO IV. Protocolo de cuantificacion de DNA en fluorbmetro

La cuantificacion de DNA se realizé en el fluorbmetro Qubit 4 (Thermo Fisher
Scientific, Cat: Q33238) con el 1X dsDNA HS Assay Kit (Invitrogen, Ref: Q33230).
Preparacion de estandares

El kit utilizado requiere de 2 estandares para la calibracion del equipo (incluidos en
el kit), su preparacion es la siguiente:

1. Agregar 190uL de la solucion de trabajo incluida a un microtubo de 0.5mL
(incluido) previamente rotulado
2. Agregar 10uL de cada estandar al tubo correspondiente, el volumen final

por tubo es de 200uL

Preparacion de las muestras

1. Agregar 198uL de la solucion de trabajo incluida a un microtubo de 0.5mL
(incluido) previamente rotulado

2. Agregar 2uL de muestra al tubo correspondiente con la solucion de
trabajo (un tubo por muestra)

3. Mezclar las muestras y los estdndares en vértex durante 3 a 5 segundos.

4. Incubar a temperatura ambiente durante 2 minutos

Calibracién del equipo

1. En la pantalla de inicio del equipo seleccionar el programa para el tipo de
molécula que se esta analizando, en este caso “dsDNA”
2. Elegir el ensayo de acuerdo con el kit que se esté utilizando, en este caso

“1x dsDNA High Sensitivity”

3. Presionar el boton “Leer estandares”

4. Insertar el estandar 1 en la camara para muestras y presionar “Leer
estandar”

5. Insertar el estandar 2 en la camara para muestras y presionar “Leer
estandar”

6. Presionar siguiente para completar la calibracion del equipo

Lectura de muestras

1. Una vez que calibrado del equipo, seleccionar el volumen de la muestra,
en este caso 2 uL, y las unidades de la muestra de salida, en este caso
ng/ulL

2. Insertar la muestra en la camara y presionar “Leer tubo”

3. Registrar el resultado

4. Repetir los pasos 2 y 3 con cada muestra
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ANEXO V. Analisis bioinformatico para el ensamble de los genomas bacterianos

El DNA gendmico extraido, de acuerdo a lo descrito en la Seccion 8. Metodologia
general, fue enviado al servicio de secuenciacion del Integrated Microbiome
Resource de la Universidad de Dalhousie en Canada, donde se construyeron
librerias genéticas para cada cepa en estudio, de acuerdo con la plataforma de
secuenciacion utilizada, mediante protocolos internos del servicio de secuenciacion
desarrollados para cada plataforma.

El DNA de la cepa P. atacamensis EMP42 fue secuenciado con la plataforma
lllumina MiSeq y el DNA de las cepas Stenotrophomonas EMP41 y B. inaguosorum
EMP2 fueron secuenciados con la plataforma PacBio. La diferencia de estas dos
plataformas de secuenciacion radica en la longitud y la calidad de las secuencias:
con lllumina se obtienen lecturas de alrededor de 300 pb de calidad promedio,
mientras que con PacBio se obtienen lecturas mas 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 secuenciacion utilizada como se muestra a continuacion:
Procesamiento de datos obtenidos con la plataforma lllumina 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 Unico
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 unificacion de lecturas (merged) y eliminacion de lecturas
duplicadas

5. Realizar el ensamble del genoma utilizando el ensamblador de Geneious
con los parametros establecidos por default

6. Evaluar la calidad del ensamble mediante los parametros N50, L50 y
%GC, dados por el ensamblador

7. Evaluar los contigs obtenidos para determinar cuéles forman parte del

genoma bacteriano, tomando en cuenta pardmetros como longitud y
profundidad, descartar aquellos menores a 1,000 pb y profundidades

bajas

8. Hacer la concatenacién de los contigs para la obtencion de una secuencia
lineal de longitud similar al genoma esperado

9. Ordenar los contigs mediante comparacion con un genoma de referencia

utilizando el plugin Mauve
10. Buscar empalmes entre contigs
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11.

12.

Rellenar los huecos entre contigs no empalmados por mapeo de lecturas
crudas

Intentar cerrar el genoma por solapamiento de extremos o rellenado con
lecturas crudas y obtener la estructura gendémica 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.
2.

Importar los archivos en Geneious Prime

Realizar el ensamble del genoma utilizando el ensamblador Flye
mediante Geneious prime indicando un tamafio de genoma aproximado,
considerando los tamafios de genomas de cepas previamente reportados
Evaluar la calidad del ensamble mediante los pardmetros N50, L50 y
%GC, dados por el ensamblador

Concatenar los contigs para la obtencion de una secuencia lineal de
longitud similar al genoma esperado

Ordenar los contigs mediante comparacion con un genoma de referencia
utilizando el plugin Mauve

Buscar empalmes entre contigs

Rellenar los huecos entre contigs no empalmados por mapeo con lecturas
crudas

Intentar cerrar el genoma por solapamiento de extremos o rellenado con
lecturas crudas y obtener la estructura gendmica final
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ANEXO VI. Amplificacion del gen 16S rRNA por PCR

1. Preparar una dilucion 1:10 del DNA gendmico extraido de cada muestra
2. Preparar la mezcla de reaccion (Tabla 15), homogeneizar y colocar en un
tubo para PCR

Tabla 15: Mezcla de reaccion para amplificacion
por PCR del gen 16S rRNA

Reactivo uL (1X)
H20 grado MQ. 17.3
Buffer 10x. 25
MgCla. 15
dNTPs. 0.5
Primer 8F. 1.0
Primer 1492R. 1.0
Polimerasa (Taq). 0.2
Total. 24

1. Agregar 1uL de la dilucién 1:10 del DNA gendémico preparada en el punto

1, para tener un volumen final de reaccion de 25 pL

Centrifugar 30s

3. Colocar los tubos en el termociclador con las condiciones necesarias para
la amplificacion (Tabla 16)

N

Tabla 16: Programa de termociclador para la amplificacion por PCR del gen 16S rRNA

Tiempo Temperatura
P .

aso (min) (°C)
Pt_'—:s_naturallzauon 5 94
inicial
Desnaturalizacion 0.5 94
Alineamiento 0.5 52 .

L 35 ciclos.
Elongacién 0.5 72
Elongacion final 1 72
Conservacion 0 4

Al finalizar el programa, mezclar 3pL de la reaccién con 2uL de buffer de carga de
DNA (ver Anexo |) y cargar en gel de agarosa al 1% (ver Anexo llI).

Las secuencias de los primers utilizados para la amplificacion del gen 16S rRNA
son:

8F: 5 AGACTT TGATCM TGG CTC AG 3’
1492R: 5 TAC GGY TACCTT GTTACGACT T &
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ANEXO VII. Protocolo de purificacion de productos de PCR

Se utilizé el kit de purificacion Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System
(PROMEGA, Ref: A9281) cuyo protocolo es el siguiente:

1.

N

13.
14.
15.
16.
17.

18.
19.

20.

Agitar el tubo con la reaccion de PCR del gen 16S ribosomal de cada
muestra

Agregar solucion de union a membrada a la reaccién de PCR guardando
una proporcion 1:1

Mezclar por pipeteo

Insertar una minicolumna en un tubo colector previamente rotulado
Transferir la mezcla obtenida en el paso 2 a la minicolumna

Incubar a temperatura ambiente durante 5min

Centrifugar a 14,000 rpm durante 1min

Remover la minicolumna y descartar el eluido por decantacion
Reinsertar la minicolumna y agregar 700uL de solucion de lavado de
membrana

Centrifugar a 14,000 rpm durante 1min

Remover la minicolumna y descartar el eluido por decantacion
Reinsertar la minicolumna y agregar 500uL de solucion de lavado de
membrana

Centrifugar durante a 14,000 rpm durante 5min

Remover la minicolumna y descartar el eluido por decantacion
Reinsertar la minicolumna y centrifugar durante a 14,000 rpm durante
1min para eliminar los residuos de EtOH

Transferir la minicolumna a un microtubo de 1.5mL nuevo previamente
rotulado.

Agregar 30uL de agua libre de nucleasas e incubar a temperatura
ambiente durante 5min

Centrifugar a 14,000 rpm durante 5min

Retirar la minicolumna del tubo, que contiene el producto de PCR
purificado

Almacenar el producto de PCR a -20°C

Visualizar los productos de PCR purificados en geles de agarosa al 1% (ver Anexo
1), cuantificar y evaluar la pureza en Nanodrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, Cat:
ND-2000).
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ANEXO VIII. Clonacién del gen 16S rRNA

Preparacion de células competentes

1.

w N

No ok

o

10.
11.

12.
13.
14.
15.

16.

Sembrar por estira en caja Petri con medio TYM (ver Anexo I) 20uL de
cultivo criopreservado de E. coli DH5a

Incubar a 37°C durante la noche

Tomar una colonia aislada del cultivo anterior e inocular un matraz de
125mL con 5mL de medio TYM

Incubar a 37°C y agitacién orbital de 150 rpm durante 2h

Transferir los 5mL a un matraz de 250mL con 100mL de medio TYM
Incubar a 37°C y agitacion orbital de 180 rpm por 2.5 a 4h

A partir de las 2.5h se determinar la densidad Optica del cultivo a 550nm
en intervalos de 30min hasta alcanzar un valor de 0.6

Detener el crecimiento poniendo el matraz en hielo

Dividir el cultivo en 10 tubos para centrifuga clinica previamente enfriados
en hielo

Centrifugar los 10 tubos en frio a 3,000 rpm durante 10min

Descartar el sobrenadante y resuspender las células en 6mL de solucion
Tfbl fria (ver Anexo I)

Incubar la suspension en hielo entre 5y 10min

Centrifugar a 4°C y 3,000 rpm durante 8min

Descartar el sobrenadante y resuspender las células en 400uL de
solucion Tfbll fria (ver Anexo I)

Hacer alicuotas de 200pL en microtubos de 1.5mL frios previamente
rotulados

Conservar las alicuotas a -80 °C

Ligacion del plasmido con el gen 16S rRNA

1.

2.

Centrifugar los tubos de los reactivos durante 30s para recolectar el
contenido en el fondo del tubo y poder tomarlo facilmente

Mezclar los reactivos de acuerdo con las cantidades que se muestran en
la tabla 17

Tabla 17: Mezcla de reaccién para la ligacion del plasmido
con el inserto

Reactivo 1X
Buffer de ligacion rapida 2x 5uL
Plasmido PGEM - Teasy Vector 1L
(Promega, Cat: A1360)
DNA ligasa T4 lpL
Producto de PCR* 203uL
Agua libre de nucleasas Aforar a 10pL
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La cantidad de producto de PCR a agregar dependera de la proporcion
producto:vector que se quiera guardar, la mas comun 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 formula:

ng vector x tamano inserto (kb) proporcién inserto

ng inserto = =
g tamafio vector (kb) vector

3. Dejar en incubacion a 4°C durante toda la noche
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ANEXO IX Transformaciéon de bacterias por electroporacion

Transformacion de células competentes

1.

2.

10.

11.

12.

13.

14.

Descongelar alicuotas de células competentes de E. coli DH5a en hielo
para evitar choque térmico

Agregar 100uL de las células descongeladas a un microtubo de 1.5mL
previamente rotulado

Agregar las reacciones de ligacion previamente preparadas (ver Anexo
VIIl) a cada microtubo con células competentes

Incubar los tubos con la mezcla de células y ligacién durante 10 minutos
en hielo

Pasar las reacciones a celdas para electroporador (BIO-RAD, Cat: 165-
2083), previamente rotuladas y enfriadas en hielo (1 celda por reaccion)
Colocar las celdas con la reaccion, una por una, en el electroporador
MicroPulser™ (BIO-RAD, Cat: 1652100) siguiendo el programa Ec1 para
células bacterianas que da una descarga de 1,800V durante 5
milisegundos

Agregar a cada celda 1mL de medio SOC y se mezclar cuidadosamente
por pipeteo

Transferir el contenido de cada celda a tubos de ensayo con tapa de rosca
estériles, previamente rotulados

Incubar a 37°C y agitacion orbital de alrededor de 200 rpm durante 1h,
para recuperar a las células después de la electroporacion

Pasado el tiempo de recuperacion, sembrar 100uL de cada cultivo en
cajas de medio LB+XGal 0.01mg/mL+Ampicilina 0.01mg/mL+IPTG 0.1M
y 300uL en otra por extension con varilla de vidrio

Pasar el volumen restante de los tubos de ensayo a microtubos de 1.5mL
previamente rotulados y centrifugarlos a 14,000 rpm durante 1min
Descartar el sobrante por decantacién y resuspender el pellet celular
formado por centrifugacion en el volumen que quede en el tubo

Sembrar el volumen que qued6é del paso anterior en otra caja con
LB+XGal 0.01lmg/mL+Ampicilina 0.01mg/mL+IPTG 0.1M por extension
con varilla de vidrio

Dejar las cajas en incubacion a 37°C por 24h

Seleccion y aislamiento de bacterias transformadas

1.

Al término de la incubacion, observar 2 cosas en las cajas: 1) si hay
crecimiento 2) si se distinguen colonias blancas y azules, ambos son
indicadores de que la transformacion se realizd6 con éxito ya que en el
medio usado solo pueden crecer bacterias con resistencia a ampicilina
adquirida por el plasmido, las colonias blancas ademas indican que el
plasmido contiene el inserto

Refrigerar las cajas a 4°C durante 1h para acentuar la coloracion azul de
aquellas bacterias transformadas con el plasmido, pero que no contiene
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inserto; de esta forma se seleccionan con mayor facilidad las colonias
blancas

Hacer el conteo de todas las colonias y calcular la eficiencia de
transformacién que equivale al porcentaje de colonias blancas respecto
al total

Seleccionar 5 colonias blancas totalmente aisladas de cada muestra
Tomar cada colonia con la punta de un palillo estéril

Inocular con cada colonia medio soélido y liquido, poniendo la colonia con
la punta del palillo en el centro de un cuadrante de 1cm x 1lcm,
previamente delimitado en una caja Petri de 90 mm con medio LB+XGal
0.01mg/mL+Ampicilina 0.01lmg/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

Incubar los tubos y las cajas a 37°C durante toda la noche, mantener los
tubos con agitacion orbital de 280rpm durante el tiempo de incubacion
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ANEXO X. Extraccion de plasmido por la técnica de Miniprep

1.

N

o

~

10.

11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.

22.

Inocular con 50pL del cultivo celular obtenido en el Anexo IX, apartado
Seleccidén y aislamiento de bacterias transformadas, tubos de ensayo con
tapa de rosca con 3mL de medio LB+Ampicilina 0.5mg/mL, previamente
rotulados

Incubar los tubos a 37°C con agitacion orbital a 280rpm por 12h
Transferir 1.5mL de cultivo a un microtubo de 1.5mL nuevo y estéril
previamente rotulado

Centrifugar a 13,000rpm por 1min

Decantar el sobrenadante

Lavar el pellet celular con agua estéril libre de nucleasas para eliminar los
restos de medio de cultivo

Centrifugar como en el paso 3 y descartar el sobrenadante

Resuspender el pellet celular en 100uL de la Solucién de Resuspension
(RNAsa 5mg/mL/TE 10mM) con ayuda de un voOrtex

Adicionar 450puL de solucién de lisis NaOH 100mM/SDS 0.5% y mezclar
por inversion

Agregar 225uL de acetato de sodio 3M, pH 5.2 o acetato de potasio 5M,
pH 5.2

Incubar 10min en hielo

Centrifugar a 14,000 rpm a 4°C durante 10min

Transferir el sobrante a un microtubo de 1.5mL nuevo previamente rotula
Adicionar 700 pL de isopropanol frio y agitar en vortex

Centrifugar a 14,000 rpm durante 5min

Retirar el sobrante y agregar 1mL de EtOH al 70% frio.

Agitar en vortex

Centrifugar a 14,000 rpm durante 2min

Retirar el sobrenadante

Repetir los pasos 15 a 18

Secar el pellet al aire durante 10 a 15min y resuspenderlo en 50uL de
agua libre de nucleasas

Conservar el DNA plasmidico a 4°C
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ANEXO XI. Analisis bioinformatico 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
continuacion:

1.
2.

10.

11.

12.

13.

En Geneious Prime crear una carpeta llamada genes 16S rRNA

Importar los archivos FASTA de la secuencia Fwd y la secuencia Rev
obtenidas del servicio de secuenciacion, de todas las cepas en estudio,
de cada clona, en el software, en la carpeta creada en el paso anterior
Obtener el reverso complementario de la secuencia Rev y guardar los
cambios

Realizar un BLAST en GeneBank para verificar que las dos secuencias
de una muestra correspondan a la misma bacteria

Descargar 2 o 3 secuencias de la base de datos de EZBioCloud, con una
longitud 21400 pb, que se parezcan a la secuencia problema (con mayor
porcentaje de similitud) y que sirven de referencia para editar las
secuencias

Importar las secuencias de referencia en Geneious prime, en la misma
carpeta que las secuencias en estudio

Seleccionar la secuencia Fwd, el reverso complementario de la secuencia
Rev y las secuencias de referencia

Hacer el alineamiento con el alineador de Geneious con los valores por
default, presionando el menu “Align/Assemble<Pairwise/multiple
alignment<Geneious Alignment<OK”

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
Extraer la secuencia consenso editada, la cual corresponde a la
secuencia completa del gen 16S rRNA, del alineamiento anterior con el
botdon “Extract”, asignar un nombre a la secuencia y presionar “OK”
Hacer una comparacion 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
informacion obtenida

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
analisis de las clonas de una misma bacteria en estudio

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 uanico archivo en formato FASTA seleccionando el menu
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14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

“File<Export<Documents<File Name=nombre del archivo<Files of
Type=FASTA sequences/alignment (*.fasta)<Export”

Cargar el archivo resultante del paso anterior en la pagina de Bellerophon
(Huber et al., 2004, https://comp-
bio.anu.edu.au/bellerophon/bellerophon.pl), utilizando la correccion de
Kimura y una ventana de 300 pb, para determinar si alguna de las
secuencias era una secuencia quimérica

Eliminar en Geneious prime aquellas secuencias que resulten ser
quiméricas

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

Alinear las secuencias seleccionadas en el paso anterior con el alineador
de Geneious con los valores por default, presionando el menu
“Align/Assemble<Pairwise/multiple alignment<Geneious Alignment<OK”
Dentro del alineamiento eliminar los extremos no alineados de las
secuencias, para obtener secuencias de la misma longitud y guardar los
cambios

Exportar el alineamiento anterior a un archivo en formato FASTA
seleccionando el menu “File<Export<Documents<File Name=nombre del
archivo<Files of Type=FASTA sequences/alignment (*.fasta)<Export”
Analizar este nuevo archivo con el software JModelTest (Darriba et al.,
2012) para determinar cual modelo estadistico de sustitucion nucleotidica
se ajusta mejor a las secuencias analizadas y elaborar el &rbol filogenético
correspondiente

Elaborar el arbol filogenético en el software Mega 11 (Tamura et al.,
2021b) con el método de Maxima Verosimilitud, el modelo indicado por
JModelTest y un andlisis de bootstrap con 1,000 aleatorizaciones
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ANEXO XII. Analisis bioinformatico para genémica comparativa

El andlisis de gendmica comparativa se realizé con el pipeline Roary; dado que
dicho pipeline corre en sistema operativo Linux con linea de comandos fue

necesaria

la instalacion previa de diferentes dependencias

(http://github.com/sanger-pathogens/Roary). El protocolo es el siguiente:

1.

2.

Recopilar los genomas de las cepas en estudio previamente
reconstruidos (ver Anexo V)
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 Yy
Stenotrophomonas spp)
Crear carpetas por género y especie bacteriana y colocar los genomas
correspondientes en cada una
Hacer la anotacion funcional de cada uno de los genomas (los genomas
en estudio y los de referencia) con el anotador Prokka (previa instalacion),
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 anotacién de cada genoma se hace por separado
Una vez anotados todos los genomas, copiar el archivo con extension
“.gff” de cada uno, en una carpeta llamada gffs, creada con el comando
mkdir gffs. La comparacion se realiza con los archivos en este formato
Realizar la comparacién entre el genoma en estudio y los genomas de
referencia con el comando:
Roary -f roaryresult -p 4 -e -n -v —matft gffs/*.gff
La comparacion se realiza entre genomas de un mismo género o especie
Construir un arbol filogendbmico con el software FastTree (previa
instalacion), con el comando:
FastTree -nt -gtr roaryresult/core_gene_alignment.aln >
roaryresult/mytree.newick
Generar una matriz de presencia/ausencia de genes con Python (previa
instalacion), con el comando:
Python roary_plots.py —labels roaryresult/mytree.newick
roaryresult/gene_presence_absense.cvs
Por ultimo, determinar si se trata de un Pangenoma abierto o cerrado con
ayuda de RStudio (entorno de desarrollo integrado para el lenguaje de
programacion R), utilizando el siguiente script:

#!/usr/bin/env Rscript

# ABSTRACT: Create R plots
# PODNAME: create_plots.R
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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 posicidon 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)

HTHHEH AT AT T

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(unigue_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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Abstract: Plant growth-promoting rhizobacteria (PGPR) are a group of bacteria that associate with
the rhizosphere of plants; one of the most abundant bacterial genera in this ecological niche is
Pseudomonas, which is constantly expanding due to the emergence of new species such as Pseudomonas
atacamensis, whose discovery in 2019 has led to the characterization of several strains from different
environments but taxonomically related. The objective of this work was to phenotypically and
molecularly characterize P. atacamensis strain EMP42, isolated from the rhizosphere of Echinocactus
platyacanthus. The strain EMP42 is able to use different substrates and reduce oxidative stress in plants.
It is capable of improving growth parameters such as the number of inflorescences and the height of
the aerial body of Arabidopsis thaliana, as well as the germination and seedling survival of the cacti
Echinocactus platyacanthus and Astrophytum capricorne. The genetic structure of P. atacamensis EMP42
consists of a closed chromosome of 6.14 Mbp, and 61.1% GC content. It has 5572 genes, including
those associated with PGPR activities, such as the trpABCDE, SAP, phoABPRU and acsABC genes,
among others, and three ncRNA loci, nine regulatory regions, five complete rRNA operons and three
CRISPR-Cas loci, showing phylogenomic similarities with the reference strain P. atacamensis B21-026.
Therefore, this study contributes to the understanding of genomic diversity within P. atacamensis and,
particularly, highlights the potential application of strain EMP42 as a PGPR.

Keywords: PGPR; Pseudomonas atacamensis; genomics

1. Introduction

Plant growth-promoting rhizobacteria (PGPR) arouse great interest in the agroecologi-
cal field since they are associated with plants” rhizosphere, promoting their growth and
development through various metabolic activities [1]. Using PGPR reduces the dependence
on chemical fertilizers in crops of commercial interest, leading to sustainable agriculture [2].

One of the bacterial genera most reported as PGPR is Pseudomonas [3], which is also
among the most abundant in the rhizosphere of plants [4]. Members of this genus exhibit a
wide range of PGPR activities, including atmospheric nitrogen fixation, potassium solubi-
lization, production of phosphatases and /or organic acids for phosphate solubilization,
synthesis of phytohormones that enhance tissue development, production of siderophores
for the uptake of metal ions, such as Fe, Ni, Cu, Zn, etc., as well as the production of
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antibiotics and various lytic enzymes that give them the ability to exert biological control
over different phytopathogenic fungi [5].

The first report of Pseudomonas atacamensis dates back to 2020; this new species was
isolated from the rhizosphere of flowering plants in the Atacama Desert, Chile [6]. Currently,
26 genomes belonging to strains within this species have been reported in GeneBank. They
have been isolated from different environments, such as urban community gardens [7],
clinical isolates [8], cow feces [9], agricultural soil [10] and plant-associated [11-14]. From
these genomes, only six have been completely reconstructed. They belong to strains isolated
from plants or soil, and some of them also have PGPR characteristics such as the ability to
solubilize phosphates on strain SM1 [11] and to exert biological control on phytopathogenic
microorganisms in strains B21-026, B21-045 and B21-050 [10].

The strain Pseudomonas atacamensis EMP42 was originally described as Pseudononas
koreensis strain P1 based on 165 rRNA gene sequencing of amplicons [15]. Due to its
various in vitro PGPR features, this strain was further characterized in this work, includ-
ing biochemical and in vivo PGPR features, sequencing of cloned 16S rRNA gene and a
comparative genomic analysis.

2. Materials and Methods
2.1. Culturing and Phenotypic Characterization of the Bacteria

The current strain P. atacamensis EMP42 was isolated from the rhizosphere of Echinocac-
tus platyacanthus (candy barrel), growing in the semidesert of Querétaro, Mexico [15]. It
was cultured in TY liquid medium (tryptone 5 g/L, yeast extract 3 g/L, CaCl, 1 g/L). The
biochemical characterization of the bacteria was carried out with an API 20NE test kit,
following the manufacturer’s instruction, adding oxidase and catalase tests.

In planta PGPR activity tests were carried out in 3 plant species in the model plant
Arabidopsis thaliana and two cacti, Echinocactus platyacanthus and Astrophytum capricorne. In
the former case, 3-week-old seedlings of wild-type A. thaliana, Columbia ecotype, were
immersed (10 min) in a bacterial suspension of P. atacamensis EMP42 (ODggonm = 0.6),
while the group of non-inoculated seedlings was immersed in sterile-distilled water [16].
All seedlings were planted in plastic pots 6.5 x 6.5 x 8.5 cm (length x width x height),
containing a previously tyndalized mixture of peat moss/agrolite/vermiculite (3:1:1). Pots
were placed in a growth chamber for 16/8 h of light/dark, temperature 22 4 3 °C, for
6 weeks. The following plant development parameters were recorded weekly: time of
appearance of the main and secondary stems, time of appearance of inflorescences. The
total number of stems, total number of inflorescences, survival percentage, diameter of the
rosette and height of the aerial body were recorded at the end of the assay [16]. A combined
t-test was performed to determine statistically significant differences between inoculated
and non-inoculated plants.

The second plant assay was a germination test using seeds of the cacti Echinocactus
platyacanthus and Astrophytum capricorne, collected in January 2021 and January 2024,
respectively. The seeds (80 seeds from each species) were surface sterilized by immersion
in 1% sodium hypochlorite for 15 min and rinsed several times with sterile water; then,
they were divided into inoculated and non-inoculated groups. Seeds of the former groups
were immersed (10 min) in a bacterial suspension of P. atacamensis EMP42 (ODgoonm = 0.6),
while seeds of the non-inoculated groups were immersed in sterile-distilled water. Then,
the 4 groups of seeds were sown in Petri dishes containing water-agar (1.2%) and incubated
at 22 & 3 °C. Four weeks after sowing, seed germination was recorded. The seedlings were
transferred to a growth chamber for 4 more weeks for establishment and then transplanted
into plastic trays containing commercial substrate for cacti (forest soil, coconut fiber and
agrolite). Survival was evaluated 4 weeks later (12 weeks after the inoculation treatment).
Differences in percentages of germination and survival of inoculated and non-inoculated
seedlings were evaluated with an x? test.
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2.2. Molecular Characterization

Genomic DNA extraction was carried out with the High Pure PCR Template Prepa-
ration Kit (Roche, Basel, Switzerland, catalog number 11796828001) following the manu-
facturer’s instructions. The 16S rRNA gene was amplified as previously described [15],
and cleaned amplicons were cloned with the p-Gem T-easy kit (Promega, Madison, WI,
USA, catalog number A1360), in competent E. coli DH5« cells under the manufacturer’s
instructions. The transformed cells were selected in LB medium (tryptone 10 g/L, yeast ex-
tract 5 g/L, NaCl 10 g/L, agar 1.2%) supplemented with X-Gal (50 pg/mL), IPTG (0.1 mM)
and ampicillin (100 pg/mL). After incubation at 37 °C for 24 h, transformant colonies were
selected, and their respective plasmids were extracted by miniprep [17]. The plasmids
were linearized with Scal and their sizes evaluated by electrophoresis in 1.2% agarose
gel. The cloned 16S rRNA genes were sent for Sanger sequencing at Macrogen, Korea.
The complete gene sequences were uploaded to the 16S-based ID tool of the EzBioCloud
web server [18]. A phylogenetic tree was constructed using the Maximum Likelihood
method and the Jukes—Cantor as the best nucleotide substitution model [19], according to
the jModelTest2 tool [20]. The resulting dendrogram was tested with a Bootstrap analysis
of 1000 randomizations, all under the MEGA 11 software package [21].

Genomic DNA was sequenced on the Illumina MiSeq platform, at the Genome Se-
quencing Unit of CGEB-Integrated Microbiome Resource, Dalhousie University, Canada.
A paired-end library was employed according to standard protocols [22]. The obtained
reads (SRR29184006) were processed with Geneious Prime [23]. For quality filtering,
reads with Phred score < 20 and length < 150 nt were eliminated. The genome was
reconstructed with the de novo assembly tool using the pre-established configuration,
and the quality of the assembly was evaluated, both under the Geneious prime software
(v 2023.2.1) [23]. Contigs > 1000 nt were mapped against the reference genome of P. ataca-
mensis SM1 (CP070503.1), and gene order and orientation were determined with Mauve
aligner [24]. The reconstructed genome was uploaded into the TrueBacID tool of EZBio-
Cloud [25] for identification and deposited in the GeneBank under the accession number
NZ_CP149965.

Finally, the annotation of the genes was performed with the NCBI-PGAP pipeline [26],
the graphical representation of the genome was generated in Proksee [27], core-genome
taxonomic analysis was performed on the OrthoVenn server [28], phylogenomic analysis
was performed with FastTree2 [29] using the Maximum Likelihood method with the Jones—
Taylor-Thorton (JTT) amino acid evolution model, with a CAT approximation of the rate of
evolution for each site. The pangenome of P. atacamensis was determined with the Roary
pipeline [30], by using only the complete genomes available of P. atacamensis, in order
to avoid NP-hard [31]. The 7 genomes used for this analysis came from the following
strains: SM1 [11], MGMM4 [32], SWIR7 [12], B21-026, B21-045 and B21-050 [10], and EMP42
(this work).

3. Results
3.1. Phenotypic Characterization
3.1.1. Biochemical Characterization

The strain EMP42 was not capable of reducing nitrates to nitrites or nitrogen, ferment-
ing glucose, hydrolyzing esculin (3-glucosidase activity), producing urease, 3-galactosidase
or assimilating maltose, adipic acid or acid phenylacetic. However, it showed the ability
to assimilate different carbon sources, such as glucose, arabinose, mannose, mannitol,
N-acetyl-glucosamine, potassium gluconate, capric acid, malic acid and citrate trisodium.
In addition, it was able to form indoles, produce arginine dihydrolase, hydrolyze gelatin
(protease activity) and also showed positive oxidase and catalase activities. Some in vitro
PGPR capabilities were previously reported as P. koreensis P1.2 [4].
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3.1.2. In Planta Characterization

The ability of P. atacamensis strain EMP42 to promote plant development was assayed
in seedlings of the fast-growing model plant A. thaliana. The results depicted in Table 1
show that inoculation with strain EMP42 has a beneficial effect on the development of the
plant. Most of the quantitative parameters evaluated (i.e., appearance time of main stem
and secondary stems, total number of stems, inflorescence appearance time, total number
of inflorescences, rosette diameter and aerial body height) showed statistically significant
differences, according to a combined t-test (p < 0.05), while the categorical parameters.
survival and rosette-forming plants (RF) did not produce significant differences, as tested

by x2.

Table 1. Development parameters of A. thaliana seedlings inoculated with P. atacamensis EMP42. The
values correspond to the mean of 15 plants. The parameters with an * show significant differences.

Survival RF MS * SS* IA . . . HAB *

Tremtmt (%) (%) (Weeks) ~ (Weeks)  (Weeks) O NI*  RD™(em) ")
Inoculated 100 100 2.57 4.83 2.57 6.85 36 2.59 13.46
Non-inoculated 91.67 90.91 3.27 543 327 272 156 2.23 10.68

Survival after 6 weeks; RF—plant-forming rosette; MS—mean of main stem appearance time; SS—mean of
secondary stems appearance time; IA—mean of inflorescence appearance time; NS—mean number of stems;
NI: mean number of inflorescences; RD—mean rosette diameter; HAB—mean of height of the aerial body.

In the inoculation assay of cacti seeds, statistically significant differences were found in
most of the evaluated parameters, according to an x? test (Table 2). Inoculated seeds of both
cacti species showed roughly a significant 15% increase in seed germination percentage,
while inoculation of the 3-year-old E. platyacanthus seeds produced a two-fold increase in
seedling survival, as compared to the non-inoculated groups.

Table 2. Development parameters in cacti seedlings of E. platyacanthus and A. capricorne inoculated
with P. atacamensis EMP42. Parameters marked with * show statistically significant differences
according a x> test.

E. platyacanthus A. capricorne
Treatments Germination * Survival * Germination * Survival
(%) (%) (%) (%)
Inoculated 95 92.86 100 81.81
Non-inoculated 80 45 87.5 83.87

3.2. 16S rRNA Gene Sequence Analysis

Sequencing of cloned 16S rRNA genes was meant to produce a more precise iden-
tification of strain EMP42. However, the four obtained sequences corresponded to two
copies of the 165 rRNA genes, and a comparison with the EzBioCloud database showed
that one copy of the 165 rRNA gene has greater similarity to the type strain Pseudomonas
atacamensis M7D17T, and copy 2 with Pseudomonas iranensis SWRI54T (Table 3). Furthermore,
the phylogenetic relationships of the strain EMP42 and closely related Pseudomonas were
evaluated with a phylogenetic tree based on 16S rRNA gene sequences (Figure 1). As
expected, sequences of both copies of the EMP42 16S gene were grouped with the afore-
mentioned type strains. These differences in identification pointed to the need for a deeper
characterization based on genome sequencing.
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Table 3. Sequence comparison of 2 cloned copies of the 16S rRNA gene of P. atacamensis EMP42
according to the 16S-based ID tool from EzBioCloud.

Accesion Coverage Similarity
Closest spp. Ktiibes Py %)
(p§§§’§§§4, Pseudcm&"%’fgm"u’"s’s SSBS01000008 100 99.92
(p%‘;‘g‘;is, Pse”dos',"’,‘\’,';”éz{' nemsis  yABWQUO010000041 100 99.73

vonr " Pseudomonas atacamensis EMP42 clone 1 (PP838374)
=l Pseudomonas atacamensis M7D1 T (SSBS01000008)
* 400 [ Pseudomonas paraglycinae BML-PP023 T (BQHR01000050)
B " pseudomonas pharyngis BML-PP036 T (BQID01000053)
. ! Pseudomonas atacamensis EMP42 clone 2 (PP838375)

1 2 Pseudomonas iranensis SWRI54 T (JABWQU010000041)

M pseudomonas koreensis Ps 9-14 T (AF468452)

0.001
80

omlPseudomonas jessenii DSM 17150 T (NIWT01000013)
B Pseudomonas fluorescens DSM 50090 T (LHVP01000014)

—_—
0.0020

Figure 1. Phylogenetic tree of the P. atacamensis EMP42 and close Pseudomonas-type species, as
based in partial 16S rRNA gene sequences (1250 pb). Phylogeny was inferred using the Maximum
Likelihood method, the tree with the highest log likelihood (—3020.63) is shown. The percentage of
trees in which the associated taxa clustered is shown below the branches in blue. The small branch
lengths depicting the number of substitutions per site (values above branches) correspond to 1 or
2 variations in the gene sequences.

3.3. Genome Assembly and Annotation

Whole-genome sequencing produced a total of 858,366 paired-end reads, with an
average length of 246.7 bases, providing 99x genome coverage. The Phred score quality
of 95.1% of the sequences was 30, and they were used to perform the de novo assembly,
obtaining 110 good-quality contigs with an N50 length of 923,094 bp, an L50 of 2 contigs
and a G+C content of 59.78%. The mapping of the contigs with length > 1000 bp culminated
in the reconstruction of a closed genome of 6,145,328 bp size (Figure 2). With the complete
genome sequence, a genome-based identification pointed out that strain EMP42 is indeed
P. atacamensis, with an ANI of 96.82% according to the TruebackID tool [25]. Additionally,
reconstruction of the EMP42 genome produced an extra-chromosomic contig with a differ-
ent fold coverage, a sequence of 36,460 bp corresponding to the genome of a bacteriophage,
with some other phage sequences were found scattered along the genome.

The genome annotation predicted 5572 genes, 3 ncRNA loci, 9 regulatory regions of
cobalamin, guanidine, trehalose 6-phosphate phosphatases (TPP), S-adenosyl-L-homocystein,
yybP-ykoY for manganese sensing and flavin mononucleotide (FMN), plus 5 complete rRNA
operons showing 99.94% similarity among their 16S sequences. Coding genes and operons
associated with PGPR activities are depicted in Table S1.
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BcDs

M rRNA

M CRISPR

Il GC Content
I GC Skew+
M GC Skew-

P atacamensis EMP42

6,145,328 pb

Figure 2. Closed genome map of P. atacamensis EMP42 with a length of 6,145,328 bp. From the outside:
circle 1 showing the CRISPR-CAS loci (3 red lines); circles 2 and 3 enclose the genes on the main
strand and complementary strand respectively; circle 4, the content of GC; circle 5, the GC bias. The
scale in Mbp is indicated in the inner circle.

3.4. Comparative Genomics

The pangenome analysis of P. atacamensis was performed with the seven available com-
plete genomes to avoid additional difficulties related to the use of fragmented assemblies [30]
or scaffolding problems that may interfere with the generation of the pangenome [31]. Some
genome features of the seven strains used for this analysis can be found in Table 4. P.
atacamensis has an open and expanding pangenome (Figure S1) composed of 7712 genes,
of which 3264 are part of the accessory genome. This latter is made up of 1104 genes
shared by most of the genomes (shell genome), and 2160 genes shared by a minimal subset
of the genomes (cloud genome), including those genes present in only one of the genomes
(Figure 3A). The strain under study has a core genome consistent with the reference strains;
interestingly, there is a specific metabolic signature in its cloud genome (Figure 3B), com-
prising genes for activities, such as the production of transposition proteins for genetic
recombination, proteins related to DNA replication and metabolism and other proteins
related to copper resistance and cobalt-zinc—cadmium resistance.

Grouping of all the genes in the pangenome generated 5504 protein-coding clusters.
The strain EMP42 shares 5062, of which 4551 constitute the core genome, containing
proteins with basic functions related to DNA synthesis, cell division and basic metabolic
functions. The phylogenomic tree (Figure 4) showed that P. atacamensis strain EMP42 is
phylogenomically closer to the strain P. atacamensis B21-026, as both strains have a similar
number of orthogroups sharing most of them.

Figure 5 shows the exclusive or shared protein clusters present in the accessory
genomes of six reference strains. Among the shared protein clusters are those related
to PGPR functions, such as phosphatase production, tryptophan biosynthesis, xenobiotic
metabolism, biofilm formation, siderophore transport, etc. P. atacamensis EMP42 also has
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seven exclusive clusters, with three related to DNA binding proteins, transport and re-
sponse to cadmium stimulation, while the other four have unidentified biological functions.

(A)

soft-core 1104 2160

shell cloud

(B)

Tree Roary matrix

(7 strains) (7712 gene clusters)

MGMM4 ‘ I H
el
B

- ‘l
SWRI76 m H
B21-045 ’ |I
B B21-050 | | ’ I|

Figure 3. Pangenomnie representation of Pseudomonas atacamensis. (A) Pie chart representing the pro-
portion of genes within the compared genomes. Core genes are found in >99% of the genomes,
the shell genome is found in 15-95% and the cloud genome is represented in <15%. (B) Gene pres-
ence/absence matrix, each branch of the phylogenomic tree shows the genetic profile of each of the
7 strains compared.
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Figure 4. Phylogenomic tree of P. atacamensis strains. Values in the purple boxes are the orthogroup
numbers of each analyzed strain.

SWRI76

Figure 5. Venn diagram representation of the accesory genome of P. atacamensis strains EMP42,
B21-026, B21-045, MGMM4, SM1 and SWRI76. Strain EMP42 (in pink) has 208 protein clusters most of
them common to the other strains At the intersections of the triangles the numbers of shared clusters
are shown, and the exclusive clusters for each strain are shown in the peaks. The number of clusters
from each strain used to construct the Venn diagram are found in the lower bar graph.
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Table 4. Basic metrics of the 7 Pseudomonas atacamensis complete genomes used in this study. Rhizo
strains were obtained from rhizospheric soil of different plants, while strains of series B21 were
isolated from agricultural soil.

- Isolation GenBank Length = ’
Strain - R (Mbp) GC (%) CDS Contigs  Coverage Ref
P. atacamensis 3 &
EMP42 Rhizo CP149965.1 6.145 60 5572 1 99x [15]
& "“’SC]‘\’;’;"”S’S Rhizo CP070503.1 5.991 60 5469 2 200x [11]
P. atacamensis 5
MGMM4 Rhizo CP123909.1 6.011 60 6011 1 150x [9]
P. atacamensis
i 2
SWIR7 Rhizo CP077081.1 6.084 60 5461 1 121x [12]
P. atacamensis g
B21-026 Soil CP087187.1 5.970 60 5398 1 181x [10]
P. atacamensis -
B21-045 Soil CP087171.1 5.992 60 5405 1 139x [10]
P. atacamensis .
B21-050 Soil CP087167.1 5.940 60 5356 1 216x [10]

4. Discussion

The results obtained from the biochemical characterization showed that P. atacamensis
EMP42 has important characteristics as a PGPR, as it is able to assimilate nine different sub-
strates. Bacterial plant growth promotion begins with the ability of bacteria to colonize the
rhizosphere of plants, which is influenced by the type of exudates (i.e., sugars, amino acids
and organic acids), serving as chemo-attractants and food for bacteria [33-35]. Furthermore,
the strain shows the ability to produce metabolites and enzymes related to plant growth
promotion activities, such as the production of indoles associated with the production of
IAA; protease activity related to the biocontrol of phytopathogens, along with other lytic
enzymes such as chitinases, cellulases and glucanases [36]; and the production of catalase
that has an antioxidant function reducing oxidative stress in plants [37].

Plant growth-promoting characteristics among members of the Pseudomonas genus
have been widely reported [5,38], agreeing with the previous evaluation of strain EMP42 re-
garding its ability to produce indole acetic acid, solubilize phosphates, produce siderophores
for various metal ions, and exert biological control on phytopathogenic fungi [4]. In this
context, comparison of strain EMP42 with strain P. atacamensis M7D1 showed that both
share the aforementioned characteristics. However, strain EMP42 stands out for producing
a 26% more indole acetic acid (IAA) than strain M7D1. Furthermore, the influence of
various Pseudomonas species on the growth and development of different crops of commer-
cial interest, such as canola [39], turmeric [40], mung beans [41] and corn [42], has been
demonstrated. In model plants, such as Brassica napa [43] and A. thaliana, improving plants’
performance and increasing their biomass [44,45], these features were also observed in
the present study. For this reason, members of the genus Pseudomonas have become the
bioinoculant of choice in many countries worldwide [46].

The inoculation assay with E. platyacanthus and A. capricorne was focused on eval-
uating the germination of seeds and the seedling survival of these very slow-growing
cacti (i.e., E. platyacanthus grows less than 5 cm per year [47]). In addition, E. platyacanthus
is subject to special protection, and A. capricorne is a threatened species according to the
Mexican normativity [48]; both species have relatively short germination times and high
germination rates [49,50], which allow for timely and effective evaluation. The results show
statistically significant increases of 15 and 12.5% in seed germination for E. platyacanthus
and A. capricorne, respectively, as compared with their respective uninoculated controls.
Different studies [51,52] have assayed several Bacillus spp., Azospirillum brasilense, or fungi
(Trichoderma spp., Glomus intraradices), to stimulate the germination of some cacti seeds
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(Mammillaria magnimamma, Pachycereus pringlei, E. platyacanthus). Although their results
varied according to the plant, bacteria or fungal species used, further differences regarding
seed pretreatment or evaluation of germination time complicate making fair comparisons.

Seedling development could be influenced by the production of IAA by bacteria,
since this auxin promotes cell division, as well as the elongation of the main root and the
formation of secondary roots and root hairs [53]. This could also be related to the survival
of plants, particularly for cacti, whose root system has an anchoring function in the rocky
shallow soils they commonly inhabit [54]. In this study, a 47.8% increase in the survival of
E. platyacanthus seedlings inoculated with the EMP42 strain was found, in contrast to the
respective uninoculated control.

The molecular basis of the PGP capabilities of P. atacamensis EMP42 are related to
the presence of genes encoding enzymes and proteins that are either directly or indirectly
involved in these activities. Genes, such as FlaAB (Flagellin), FIhAB, FliIR and FIgDH
(synthesis of flagellar proteins) and CheAVY (chemotactic proteins), among others, intervene
in the chemotactic response of bacteria and are essential for rhizosphere colonization [3].

In the genome of P. atacamensis EMP42, there are various genes involved in several
biochemical pathways for IAA production [55], like the nitrilases N2 and N3 for the
acetonitrile (IAN) pathway; the AO (monoamine oxidase), involved in the tryptamine
(TAM) pathway; and IAD (indole-acetaldehyde dehydrogenase) needed in the indole-3-
pyruvate (IPyA) pathway. These findings suggest that strain EMP42 might be capable of
producing IAA through three different metabolic pathways, whose activation depends on
the environmental stimulus [56]. It is worth mentioning that the IPyA pathway is mostly
used by beneficial rhizobacteria [46].

We found other important genes that intervene in the solubilization and assimilation
of phosphate from soil: SAP (alkaline phosphatase), IPP (inorganic pyrophosphatase),
phoAPRU (all make up the pho regulon whose products allow for detecting the availability of
inorganic phosphate) [57] and ptsABCS (coding P transport proteins) [58]. The production of
siderophores is represented by the presence of the acsABCDE operon that encodes enzymes
involved in the production of achromobactin, a siderophore of the citrate/carboxylate
family first described in Erwinia chrysanthemi [59] and also found in Pseudomonas [60].
Additionally, according to PGAP annotation, EMP42 has a set of genes similar to acs that
could participate in the production of a putative uncharacterized siderophore.

Furthermore, the presence in the cloud genome of strain EMP42 of genes involved in
DNA transposition, plus an extrachromosomal bacteriophage sequence, is an interesting
finding, since both types of elements may enhance the genetic variability of bacteria [61].
Among the 25 P. atacamensis genomes deposited in GeneBank, only that of strain SM1 con-
tains a plasmid or extrachromosomal element, bearing sequences coding for bacteriophage
structural proteins, such as stem and baseplate assembly proteins and terminases. However,
the phage sequences found in the genomes of both strains do not have homology, either at
the DNA level or at the protein level.

5. Conclusions

P. atacamensis strain EMP42 was isolated from the rhizosphere of candy barrel, and
it showed both in vitro and in planta growth promotion characteristics, becoming an
interesting strain with the potential to be used as a bioinoculant. A genomic comparison
with genomes of other P. atacamensis strains obtained from rhizospheric or agricultural soils
showed that the majority of the genes related to PGPR activities are found in the accessory
genome and are not shared by all the strains studied; therefore, it is possible to establish
the molecular bases of the differences on the PGPR capabilities of these bacteria.

It is important to further characterize the transposase and bacteriophage elements
found in the genome of strain EMP42, in order to define their implications in rearrange-
ments and/or transfer of genetic material, or even its fitness in the rhizosphere, as reported
for P. putida by Quesada et al. [62].
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Finally, given that the PGPR characteristics of P. atacamensis EMP42 were evaluated
in planta under controlled conditions, the need arises to perform field tests that define its
growth promotion capacity under real conditions, which would determine whether the
strain could be used as a bioinoculant for crops different than cacti, including those of
economic interest.

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at: https://
www.mdpi.com/article/10.3390/microorganisms12081512/s1, Figure S1: Pan-Core curve, Table S1:
Genes involved in the PGPR characteristics of P. atacamensis EMP42.
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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
Biolégicos”, 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 NBRC1089367, 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 37°C under
aerobic conditions for 15 days. The genomic DNA was extracted with the Isolate |l
genomic DNA kit (BIOLINE, Cat.BlO-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-PromethlON 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
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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/PRINA1080626),
BioSample accession number SAMN40143144
(https://www.ncbi.nim.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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del 11 al 15 de septiembre de 2023 \
Ixtapa Zihuatanejo, Gro. .

OMINA RoleGuez SANOJA DR. LUIS FLORES COTERA DRA. BEATRIZ RUIZ VILLAFAN
SIDENTA MDN 2022-2024 PRESIDENTE DEL CONGRESO SECRETARIA MDN 2022-2024 .
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Casa ablerta al Hempo
UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA

Unidad Xochimilco
Coordinacién de la Licenciatura en Quimica Farmacéutica Biol6gica

16. RETRIBUCION SOCIAL
X.DCBS.QFB.128.24

2 de julio de 2024

MCA. Leilani Itzel Salinas Virgen
UAM-Xochimilco
Presente.

Asunto: Agradecimiento por impartir temas a Médulo

Por este conducto quiero agradecer a usted su participacion al impartir dos temas a
los alumnos del mddulo 11° Obtencion de Metabolitos de Interés Industrial para la
Salud.

“Técnicas de Biologia Molecular y Gendémica”. El dia 17 de mayo de 2024

relacionado a los contenidos 4.4.3y 4.4.4

“Organismos _Modificados Genéticamente”. El dia 21 de mayo de 2024
relacionado a los contenidos 4.4.6 y 4.4.7 .

Sin otro particular, reciba un cordial saludo.

Atentamente

CASA ABIERTA AL TIEMPO

Dra. Norma/Anhgélica Noguez Méndez
Coordinadora de la Licenciatura en Q.F.B.

*apm

Calz del Hueso 1100, Col Villa Quietud, C P. 04960, México, D. F
Edificio G 1er piso 107 Tel 5483 7258
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Ciudad de mexico a 31 de julio del 2024

A QUIEN CORRESPONDA

CONSTANCIA

Por medio de la presente, se hace constar que Frida Naymee Lira Canseco, alumna de la
Licenciatura de Quimico Farmacéutico Biotecndlogo (QFBT) de la Universidad del Valle de
México (Campus Coyoacdn) con nimero de matricula 340377017, termin6 satisfactoriamente
su servicio social en el Laboratorio de Ecologia Molecular, Departamento de Sistemas
Biolégicos, Universidad Auténoma Metropolitana, Unidad Xochimilco, en el periodo
comprendido entre el 1 de febrero de 2024 y el 31 de julio de 2024.

Durante este periodo, Frida Naymee Lira Canseco desarrollé el trabajo titulado
“Estandarizacion de protocolos para la deteccién y cuantificacion de sider6foros producidos
por bacterias PGPR”, bajo la supervision de la M. en C. A. Leilani Itzel Salinas Virgen,
Investigadora Doctorante en dicho laboratorio.

Se expide la presente constancia para los fines que la interesada considere pertinentes.

Atentamente

T
." N '-

Comnus favannan

Mt':'a. Martinez Torres Lourdes Mariana
Coordinadora de campos clinicos y servicio social
Campus UVM-Coyoacan.

55.99.26.00 ext. 34606
lourdes.martinez@uvmnet.edu

Calzada de Tlalpan No. 3058, Col Santa Ursula Coapa, Alcaldia Coyoacdn. C.P. 04850, Ciudad de México



