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RESUMEN 

En los últimos años se ha reportado la capacidad que tienen especies del género 

Bacillus para promover el crecimiento de plantas, sin embargo, otras especies son 

fitopatógenas. Los análisis genómicos de especies fitopatógenas nos pueden ayudar a 

entender la patogénesis y desarrollar estrategias de control contra cepas emergentes. 

Actualmente existe una variedad de bases de datos y herramientas bioinformáticas que 

facilitan el análisis para entender procesos que, hasta hace no mucho, solo podían 

estudiarse experimentalmente. En otro contexto, los chiles representan una tradición 

culinaria y símbolo cultural en México; el chile habanero de Yucatán cuenta con 

denominación de origen desde el 2010 y ha logrado posicionarse tanto en el mercado 

nacional como internacional. En este trabajo nos propusimos analizar los genomas de un 

consorcio patogénico de Bacillus spp. en búsqueda de posibles factores involucrados en 

ese proceso empleando plantas de chile habanero. En base a los resultados obtenidos, 

concluimos que: el aislado de Bacillus spp. es capaz de causar síntomas de enfermedad a 

plantas de chile habanero. El análisis morfológico al microscopio de fluorescencia de las 

hojas a las 72 h post-infección, demostró que el tratamiento mezcla y con B. 

paralicheniformis hubo una modificación en la estructura de la pared celular comparada 

contra el tratamiento sin infectar donde se observó que se conservó la arquitectura del 

tejido. Mediante secuenciación de los genomas y del gen 16S del ARNr se identificaron 

las especies: B. paralicheniformis, B. pumilus y B. safensis. Se destaca que el análisis de 

predicción de enzimas activas en carbohidratos (CAZy) reveló que los tres genomas 

contienen numerosas PCWDEs comparables a otras especies de Bacillus reportadas como 

fitopatógenas, asimismo, el análisis in silico demostró que los genomas contienen genes 

relacionados al ensamble de flagelos, así como de sistemas de secreción de proteínas que 

podrían contribuir a su patogenicidad. 



 

ABSTRACT 

 
In recent years, the ability of species of the Bacillus genus to promote plant growth 

has been reported, however, other species are phytopathogens. Genomic analyzes of 

phytopathogens can help to understand their mechanisms of virulence in order to develop 

control strategies against emerging diseases. Currently, a variety of databases and 

bioinformatics tools facilitate analyzing processes that, until not long ago, could only be 

studied experimentally. In another context, chili peppers are a culinary tradition and 

represent a Mexican cultural symbol; the habanero pepper from Yucatán has had an origin 

designation since 2010, with an important position in both, national and international 

markets. In this work we set out to analyze the genomes of a pathogenic consortium of 

Bacillus spp. in search of possible virulence factors involved in infection using habanero 

pepper as a plant model. Based on the results obtained, we conclude that: the Bacillus spp. 

consortium is capable of causing disease symptoms to habanero pepper plants. In 

morphological analysis under the fluorescence microscope of the leaves at 72 h post-

infection, we determined that treatment with the consortium and with B. 

paralicheniformis, provoked a modification of the host cell wall structure compared to the 

uninfected plant, which showed a preserved tissue architecture. By whole genome 

sequencing and 16S rRNA gene sequences, the species were identified as: B. 

paralicheniformis, B. pumilus and B. safensis. Our predictive analysis of carbohydrate 

active enzymes (CAZy) revealed that the three genomes contain numerous PCWDEs 

comparable to other Bacillus species reported as phytopathogens. The in silico analysis 

also showed that the genomes contain genes related to the assembly of flagella, as well as 

protein secretion systems that could contribute to their pathogenicity. 
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1. INTRODUCCIÓN 

La secuenciación de genomas ha sido revolucionada por las tecnologías de 

secuenciación de siguiente generación (NGS), la cual puede producir grandes cantidades 

de datos a un costo relativamente bajo (Lee et al. 2011). Estas tecnologías NGS proveen 

un nuevo enfoque en el estudio de especies patógenas permitiendo la comparación de 

múltiples familias génicas a nivel genómico y transcriptómico (Brunner et al. 2013). El 

rápido progreso en secuenciación genómica bacteriana ha llevado al descubrimiento y 

caracterización de muchos factores de virulencia de diversas especies (Chen et al. 2005, 

2016). 

Varios factores le confieren al microorganismo potencial de virulencia: su 

habilidad de entrar al hospedero, evadir sus defensas, crecer en el ambiente del hospedero 

y la capacidad de contrarrestar la respuesta inmune. Estudiar los factores de virulencia 

facilita el entendimiento de la patogenicidad y los mecanismos de infección, y ayuda a los 

investigadores a intentar desarrollar nuevos métodos para prevenir o controlar 

enfermedades (Casadevall y Pirofski 2009).   

Diversos estudios han reportado que especies del género Bacillus son promotoras 

del crecimiento vegetal (PGPR, por sus siglas en inglés) (Borriss 2015; Hashem et al. 

2019). Otros PGPR incluyen a los géneros Acinetobacter, Agrobacterium, Rhizobium y 

Frankia (Glick 1995). Sin embargo, hay reportes de especies de Bacillus fitopatógenas; 

B. pumilus causando enfermedad en robles (Ahmadi et al. 2019), B. pumilus GR8 que 

infecta jengibre (Peng et al. 2013; Yuan y Gao 2015), B. pumilus TE07 causando 

pudrición de frutos del árbol Ficus lacor (Hakim et al. 2015), B. pumilus infectando pinos 

Scots (Kovaleva et al. 2015), B. pumilus OD23 que infecta papa (Bathily et al. 2010), B. 

pumilus (dos aislados; 50/08-C1 y 71/08-C2) que infectan hojas de frijol (Font et al. 2010),  

Bacillus sp. infectando árboles de pera (Li et al. 2009), B. pumilus infectando árboles de 

mango (Galal et al. 2006), B. pumilus que infecta frutos y hojas del árbol duraznero (Saleh 

et al. 1997) y B. megaterium pv. cerealis que infecta hojas del trigo (Hosford 1982).  

En un estudio realizado por (Yuan y Gao 2015) reportaron a B. pumilus GR8 como 

patógeno que causa podredumbre del rizoma del jengibre mediante la invasión del tejido 
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parenquimatoso, creciendo en el espacio extracelular y produciendo enzimas 

degradadoras de pared celular de plantas (PCWDEs, por sus siglas en inglés) que 

destruyen la pared celular vegetal. Los autores secuenciaron y caracterizaron el genoma 

de dicha cepa encontrando en el análisis bioinformático numerosas enzimas PCWDEs y 

otras proteínas asociadas con procesos de invasión y adaptación al ambiente extracelular 

del rizoma. 

En otro contexto, el cultivo de células o tejidos del chile ha sido utilizado como 

modelo para estudiar diversos procesos bioquímicos, fisiológicos y moleculares así como 

sistemas para el aislamiento de variantes celulares que exhiben características bioquímicas 

o agronómicas (Ochoa-Alejo y Ramirez-Malagon 2001). Dado lo anteriormente expuesto, 

y a las ventajas del cultivo in vitro, en este proyecto de tesis nos propusimos identificar 

genes involucrados en el proceso de patogénesis por parte del consorcio de Bacillus spp. 

sobre plantas de chile habanero (Capsicum chinense Jacq.). 
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2. ANTECEDENTES 

2.1 Sistemas de Defensa de las Plantas Contra Microorganismos 

Las plantas están continuamente expuestas a patógenos, por lo que han 

desarrollado defensas versátiles y efectivas que consisten en barreras físicas, químicas y 

respuestas inducibles activadas después de la interacción del patógeno con la planta 

(Choudhary y Johri 2009). Las bacterias fitopatógenas proliferan en los espacios 

intercelulares después de entrar por los poros de gas o agua (estomas e hidátodos) o a 

través de heridas (Jones y Dangl 2006). Las plantas dependen principalmente de dos 

niveles interconectados del sistema inmunológico innato para percibir y responder a las 

infecciones por patógenos (Jones y Dangl 2006; Spoel y Dong 2012; Han 2019). Uno 

utiliza receptores de reconocimiento de patrones (PRR) para reconocer patrones 

moleculares asociadas a microorganismos (MAMPs) como lipopolisacáridos, 

peptidoglicanos y flagelina de bacterias, y patrones moleculares asociados a daño 

(DAMPs) (Nürnberger et al. 2004; Spoel y Dong 2012). Los otros usan las proteínas de 

resistencia a enfermedad (R) que responden a las moléculas efectoras que son secretadas 

por los patógenos que ayudan a establecer una infección exitosa y suprimir la inmunidad 

de la planta (Han 2019).  

La percepción de MAMPs o DAMPs por los PRR activa la defensa contra los 

patógenos, conocida como inmunidad desencadenada por patrones (PTI) (Nürnberger et 

al. 2004; Jones y Dangl 2006). Los mecanismos de defensa de las plantas incluyen 

procesos que resultan en la activación transcripcional de genes de respuesta a la 

patogénesis, como la producción de enzimas líticas (quitinasas, glucanasas y proteasas), 

proteínas antimicrobianas (defensinas) o metabolitos secundarios como fitoalexinas. Otras 

respuestas son la activación de enzimas para el reforzamiento de la pared celular mediante 

el entrecruzamiento de enlaces, la producción de intermediarios reactivos del oxígeno y 

óxido nítrico que resultan tóxicos para el microorganismo (Lebeda et al. 2001; Nürnberger 

et al. 2004; Bellincampi et al. 2014; Balint-Kurti 2019). 

Los patógenos han desarrollado un repertorio de efectores que son liberados a las 

células de las plantas para interferir con la PTI (Jones y Dangl 2006; Spoel y Dong 2012). 

Para contrarrestar esta infección, las plantas usan las proteínas R para responder contra 
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los efectores a través de unión directa o sensando perturbaciones de las moléculas del 

huésped por los efectores del patógeno (Han 2019). El reconocimiento de estos efectores 

resulta en la inmunidad desencadenada por efector (ETI) (Jones y Dangl 2006; Spoel y 

Dong 2012). La ETI usualmente induce a una muerte celular programada en el sitio de 

infección, conocido como respuesta de hipersensibilidad (HR) y así limita localmente la 

dispersión del patógeno (Jones y Dangl 2006).  

En la rizosfera las interacciones planta-microorganismo pueden ser benéficas, 

neutrales o perjudiciales. Muchos microorganismos tienen la capacidad de promover el 

crecimiento de la planta. Este tipo de bacterias están catalogadas como rizobacterias 

promotoras del crecimiento vegetal (Hashem et al. 2019). Las actividades metabólicas de 

esas bacterias en la rizosfera potencian el transporte y obtención de nutrientes hacia las 

raíces (Glick 1995). 

2.2 Enzimas Degradadoras de Pared Celular de Plantas 

Además de su función estructural, la pared celular de las plantas provee la primera 

línea de defensa contra patógenos que secretan enzimas que degradan pared celular (Juge 

2006; Brunner et al. 2013). Los factores de virulencia le permiten al patógeno colonizar 

el nicho del hospedero donde el microorganismo prolifera y le causa daño al tejido. Estos 

factores incluyen: proteínas de secreción como toxinas y enzimas, estructuras en la 

superficie celular como polisacáridos de cápsula, lipopolisacáridos y proteínas de 

membrana que contribuyen directamente al proceso de enfermedad (Chen et al. 2005). 

Los componentes principales de las paredes celulares de plantas son miembros de 

dos redes de polisacáridos, uno consiste en celulosa, hemicelulosa y el otro en 

polisacáridos pécticos. Adicionalmente contienen proteínas estructurales como 

glicoproteínas ricas en hidroxiprolina. Para penetrar las paredes celulares, los patógenos 

secretan una variedad de enzimas degradadoras de polisacáridos como: endo y 

poligalacturonasas, endo y exopectato liasas, endo y exopectina liasas, pectin metil 

esterasas, endo y exoglucanasas, acetil esterasas y β-glucosidasas que degradan celulosa 

(Lebeda et al. 2001; Bellincampi et al. 2014). Por ejemplo, la degradación de pectina 

requiere la acción combinada de varias pectinasas como las poligalacturonasas (PGs; EC 

3.2.1.15), que rompen los enlaces entre los residuos de ácido D-galacturónico en el 
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homogalacturonano (Juge 2006) y pectin liasas (PLs; EC 4.2.2.10) que rompen los enlaces 

metil éster del ácido poligalacturónico de la pectina. El xiloglucano es el polisacárido 

predominante en la hemicelulosa de las paredes de mono y dicotiledóneas e interactúa con 

las microfibrillas de celulosa mediante puentes de hidrógeno, contribuyendo a la 

integridad estructural. Las endoglucanasas hidrolizan xiloglucano, celulosa o carboxi 

metil celulosa (Jahr et al. 2000). 

2.3 Efectos Benéficos de Consorcios de Bacillus spp. en Plantas 

En un estudio realizado por (Hashmi et al. 2019), se encontró que un consorcio de 

Bacillus aislado de suelo, mostró efectos positivos en el crecimiento de avena (Avena 

sativa), respecto a la germinación de semillas e incremento de biomasa total en ensayos 

in vitro e invernadero mediante la inoculación de endosporas o células vegetativas. El 

consorcio estaba formado por dos cepas de B. thuringiensis y una de B. licheniformis. 

(Wang et al. 2012) encontraron que un consorcio de tres cepas PGPR (B. cereus 

AR156, B. subtilis SM21 y Serratia sp. XY21) le confería tolerancia a estrés por sequía a 

plantas de pepino manteniendo la eficiencia fotosintética e incrementando actividades anti 

oxidativas en sus raíces. Asimismo, (Zhang et al. 2019) con ese mismo consorcio 

evaluaron el efecto para el control de la podredumbre por Phytophthora sp. en C. annum 

L. var. grossum, evaluando también el mejoramiento en la calidad de sus frutos. 

Concluyeron que el consorcio era capaz de alterar la microbiota del suelo y que ese cambio 

estaba relacionado positivamente con el contenido de fósforo disponible, potasio total, 

nitrógeno total, amonio y carbono orgánico total.  

(Jaizme-Vega et al. 2004) reportaron que la aplicación con un consorcio de 

Bacillus spp., al inicio de la aclimatación de dos cultivares de banano (Musa sp.), inducen 

un efecto positivo en el contenido de minerales foliares y desarrollo de frutos. 

(Kaushal et al. 2019) en cultivos de C. annum, evaluaron la actividad y formularon 

un consorcio compuesto por B. subtilis y B. pumilus. Encontraron que la incidencia de 

pudrición de las semillas y podredumbre de plántulas fue significativamente menor que 

los tratamientos sin el inóculo del consorcio. También observaron un incremento 

significativo en el rendimiento de frutos.  
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Por su parte, (Verma et al. 2018) aislaron y caracterizaron especies bacterianas 

para desarrollar un consorcio que promoviera el crecimiento de plantas, potenciar y hacer 

sustentables cultivos de soya verde (Vigna radiata). El consorcio que emplearon estaba 

conformado por B. subtilis BHUJP-H1, Bacillus sp. BHUJP-H2 y B. licheniformis 

BHUJP-H3. 

El género Bacillus spp. puede existir en varios consorcios, el efecto puede ser 

benéfico o patogénico. Por lo tanto, es importante identificar los efectos cuando diferentes 

especies de Bacillus co-existen en determinadas circunstancias. 

2.4 Microorganismos Patógenos de C. chinense 

La mancha bacteriana es una enfermedad causada por la bacteria Xanthomonas 

vesicatoria y puede presentarse en todas las partes de la planta (hojas, frutos y tallos) 

(Robles-Hernández et al. 2017). Los primeros síntomas se presentan en las hojas, con 

manchas acuosas circulares, las cuales se necrosan con centros de color café y bordes 

cloróticos delgados. Generalmente las lesiones mecánicas, como las que se producen  por 

uso de herramientas, insectos, viento y pulverización a alta presión, son las que causan la 

infección (Villa-Castorena et al. 2014) 

Phytophthora capsici es un oomiceto que causa la marchitez del chile habanero. 

Como su nombre lo indica, el síntoma más común es un marchitamiento general o parcial, 

el daño se puede presentar en cualquier parte de la planta y en cualquier estado de 

desarrollo (Villa-Castorena et al. 2014). Los síntomas son la destrucción del xilema y 

floema, lo que impide el paso de agua y nutrientes a la parte aérea de la planta. Los frutos 

quedan adheridos a la planta y frecuentemente se observa el micelio de color blanco que 

cubre las semillas podridas en el interior del fruto, además en las hojas y ramas se 

desarrollan tizones, 

Rhizoctonia solani es un hongo que provoca el “damping off”, o caída de plántulas 

como consecuencia del estrangulamiento y necrosis del tallo a nivel de cuello. En plantas 

adultas los síntomas se caracterizan por presentar lesiones cóncavas de color pardo rojizo 

que aparecen en el tallo y en la raíz principal (Villa-Castorena et al. 2014). 
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La marchitez vascular es causada por el hongo Fusarium oxysporum que invade el 

sistema vascular causando marchitez, clorosis y necrosis foliar (Villa-Castorena et al. 

2014). En las hojas basales infectadas, las primeras indicaciones de enfermedad se 

observan como un amarillamiento unilateral, posteriormente las hojas se secan, pero 

permanecen adheridas a la planta. Su diseminación se realiza mediante semillas, viento, 

labores del suelo, plantas enfermas o herramientas contaminadas. 

2.5 Modelo de Estudio y Ventajas del Cultivo in vitro de Células o Tejidos Vegetales 

En México, los chiles representan una tradición culinaria y símbolo cultural, son 

económicamente importantes debido a su alto consumo de las diferentes variedades (Pino 

et al. 2007). El chile tipo habanero es de particular importancia por tener la más alta 

concentración de capsaicinoides que son responsables del picante (Barrales-López et al. 

2015). 

Por otro lado, el cultivo de tejidos vegetales ha sido ampliamente utilizado para 

estudios básicos relacionados con la fisiología de plantas (fotosíntesis, nutrición celular, 

embriones) bioquímica, metabolismo celular, morfogénesis (organogénesis, 

embriogénesis) fitopatología (interacción planta-microorganismo), histología 

(diferenciación celular) y citología (ciclo celular) (Thorpe 2007; Loyola-Vargas et al. 

2008; Bhojwani y Dantu 2013). 

Entre las ventajas de estos cultivos se encuentran: las plantas están libres de 

enfermedades, el proceso es independiente de las estaciones del año, se requiere un 

espacio relativamente pequeño, para la obtención de plantas no se requieren suplementos 

adicionales, producción masiva de plantas, rescate de ejemplares en peligro de extinción 

(Loyola-Vargas et al. 2008; Rosslee 2020). 

Las células, tejidos u órganos se mantienen creciendo in vitro en medios artificiales 

bajo condiciones asépticas y ambientes controlados. Los medios de cultivo contienen 

todos los nutrientes requeridos para el crecimiento y desarrollo de las plantas. Están 

compuestos principalmente de macronutrientes, micronutrientes, vitaminas, otros 

compuestos orgánicos y agentes gelificantes en caso de que sean sólidos (Murashige y 

Skoog 1962).  El medio Murashige y Skoog (medio MS) es ampliamente utilizado para el 
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cultivo in vitro de muchas especies de plantas (Loyola-Vargas et al. 2008; Hussain et al. 

2012).  

Los reguladores del crecimiento vegetal tienen un rol importante para el desarrollo 

de la planta en el medio de cultivo. Las auxinas, citoquininas y giberelinas son los 

reguladores más comunes (Hussain et al. 2012). El tipo y la concentración de las hormonas 

depende de la especie de la planta a cultivar, tejido, órgano y objetivos del experimento 

(Rafiq et al. 2007). 

2.6 Microscopía de Fluorescencia de Tejidos Vegetales 

La microscopía de fluorescencia es una herramienta invaluable para estudiar 

procesos biológicos. La localización de los componentes de la pared celular utilizando 

moléculas fluorescentes con afinidad de unión específica por los polisacáridos ha llevado 

a un amplio conocimiento acerca del desarrollo (crecimiento) de células vegetales 

(Bidhendi et al. 2019).  

La pared celular es como una armadura de polisacáridos que encapsula las células 

vegetales. Esa mezcla de polisacáridos define la forma de la célula y permite el 

establecimiento de turgencia al resistir la expansión debido a la absorción de agua 

impulsada osmóticamente (Bidhendi et al. 2019). El colorante fluorescente blanco de 

calcoflúor se une a los β-glucanos incluyendo celulosa, xiloglucanos y quitina (Herth y 

Schnepf 1980; Flores-Félix et al. 2015). Este compuesto fluorescente aún sigue 

ampliamente utilizado para la visualización de paredes celulares en general y para el 

estudio de la orientación de estructuras de celulosa particularmente (Flores-Félix et al. 

2015; Bidhendi et al. 2019).   

2.7 Herramientas Bioinformáticas 

Muchos recursos bioinformáticos han sido desarrollados en los últimos años para 

analizar la cantidad masiva de datos generados por las plataformas NGS. Esta tecnología 

ha permitido a los investigadores realizar secuenciación a niveles que habrían sido 

inimaginables en el pasado (Tatusova et al. 2014). El gran incremento de datos de 

secuencias de ADN representa nuevos retos para el ensamble, anotación, análisis y 

visualización de estos. Por esta razón, el objetivo de tales herramientas computacionales 
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es acelerar el procesamiento de datos y asistir en su interpretación. Nuevos software y 

algoritmos están siendo desarrollados para mejorar la velocidad, eficiencia y la habilidad 

para manejar las características específicas de los datos producidos por NGS (Lee et al. 

2011; Wong et al. 2019). 

En el 2009, como iniciativa de la Universidad de Virginia en EUA y en 

colaboración con el Instituto de Alergias y Enfermedades Infecciosas y el Centro de 

Recursos Bioinformáticos de Microorganismos Patógenos, produjeron una de las fuentes 

más importantes de análisis de datos de bacterias, conocida como Centro de Integración 

de Recursos de Patógenos (PATRIC) proveyendo a los investigadores una base de datos 

de genomas bacterianos anotados, integración de datos ómicos y una herramienta de 

análisis que apoya la investigación de enfermedades infecciosas (Snyder et al. 2006; 

Wattam et al. 2014; Antonopoulos et al. 2019). 

La integración de datos de las distintas entidades como el Centro Nacional de 

Información de Biotecnología (NCBI), Departamento de Agricultura de Estados Unidos, 

Centro de Control de Enfermedades y datos proporcionados por grupos de investigadores 

privados hace que la información que se conoce hasta el momento esté disponible para 

encontrar y comparar genomas de interés (Snyder et al. 2006; Wattam et al. 2014; 

Antonopoulos et al. 2019). 
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3. JUSTIFICACIÓN 

En los últimos años se ha reportado la capacidad que tienen especies del género 

Bacillus para promover el crecimiento de plantas mediante el aumento en la obtención de 

nutrientes, fijación de nitrógeno, interacción con microorganismos simbióticos, así como 

en la reducción de metales tóxicos. Sin embargo, recientemente se han reportado especies 

de Bacillus como causantes de enfermedades en plantas. Por ello, la información 

genómica de cepas patógenas será de gran utilidad para conocer los factores involucrados 

en la enfermedad e identificar posibles estrategias de control para cepas patógenas 

emergentes.     
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4. HIPÓTESIS 

Los genomas de un consorcio patogénico de Bacillus spp. aislado del tallo de una 

planta de girasol (Helianthus annuus L.) enferma contienen regiones responsables de su 

patogenicidad y es capaz de infectar plantas de chile habanero (Capsicum chinense Jacq.).  
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5. OBJETIVOS 

5.1 Objetivo General 

Caracterización bioinformática y experimental de un consorcio de Bacillus spp. 

con actividad patogénica sobre plantas de chile habanero (Capsicum chinense Jacq.). 

5.2 Objetivos Particulares 

1. Caracterizar los efectos del consorcio patogénico de Bacillus spp. sobre hojas de 

plantas de Capsicum chinense bajo microscopía de fluorescencia mediante 

preparación en fresco y con el colorante fluorescente específico para la pared 

celular (blanco de calcoflúor). 

2. Separar los miembros del consorcio de Bacillus spp. con base en sus características 

morfológicas. 

3. Caracterizar los efectos de cada una de las especies del consorcio sobre hojas de 

plantas de C. chinense bajo microscopía de fluorescencia mediante preparación en 

fresco y con el colorante fluorescente específico para la pared celular (blanco de 

calcoflúor). 

4. Identificar la presencia de genes responsables de la patogenicidad asociadas al 

género Bacillus spp. en el consorcio aislado y análisis completos de los genomas. 
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6. MATERIALES Y MÉTODOS 

6.1 Germinación y Condiciones de Crecimiento de Plantas de Chile Habanero 

Se usaron semillas de chile habanero (Capsicum chinense Jacq.) de la marca 

comercial HortaFlor Cat. H 948 como modelo de estudio. Se esterilizó la superficie de las 

semillas y germinaron de acuerdo con (Santana-Buzzy et al. 2005) en condiciones 

asépticas, con soluciones y materiales estériles. Se sumergieron en etanol al 70% y se 

enjuagaron cuatro veces con agua destilada. Posteriormente, se sumergieron en hipoclorito 

de sodio comercial al 30% (v/v) por 15 minutos y se lavaron 5 veces con agua destilada. 

Luego se secaron con papel secante y se transfirieron a tubos de vidrio 18x150 mm tapados 

con torundas de algodón conteniendo 5 mL de medio MS (Murashige y Skoog 1962) (1/2 

MS medio basal, 30 g/L sacarosa, 8 g/L agar agar, pH 5.8). Las semillas se incubaron a 

24 ± 2°C en un fotoperíodo de 16 h luz (intensidad de luz aprox. 3678 lúmenes ó 342 pie-

candela) por 2-3 semanas hasta la formación de plantas.  

Las plantas destinadas para los análisis con el microscopio de fluorescencia se 

obtuvieron a partir de semillas sin desinfestar y sembradas en bandejas de germinación de 

72 cavidades con suelo de la marca comercial Happy FlowerMR (tierra preparada para 

maceta) esterilizado en autoclave. Las bandejas se incubaron a 24 ± 2°C en un fotoperíodo 

de 16 h luz (intensidad de luz aprox. 3678 lúmenes ó 342 pie-candela) por 5-6 semanas 

hasta la formación de plantas.   

6.2 Cultivo del Consorcio Patogénico de Bacillus spp. 

Se utilizó un consorcio patogénico de Bacillus spp. aislado de una planta girasol 

(Helianthus annuus L.) enferma en el estadio de desarrollo de cuatro hojas verdaderas en 

el municipio de Marín, Nuevo León, México. El consorcio de Bacillus spp. y especies 

aisladas se cultivaron en caldo YDC (dextrosa 20 g/L, extracto de levadura 10 g/L, 

carbonato de calcio 20 g/L). Para la preparación de lotes grandes de bacterias y su 

criopreservación, la mezcla y especies por separado se cultivaron en matraces Erlenmeyer 

de 250 mL y se incubaron en agitador orbital a 24 ± 2°C por 48 h. Al final del tiempo de 

incubación se distribuyeron en alícuotas de 1 mL (500 µL de cultivo y 500 µL de glicerol 
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al 40%) en tubos para microcentrífuga estériles de 1.5 mL y se almacenaron a -70°C para 

mantener las cepas sin cambios. 

6.3 Bioensayos 

Para los bioensayos, se tomaron las alícuotas (de bacterias) del ultracongelador y 

se atemperaron por 30 minutos. Luego se agitaron en vortex por 1 minuto y se sembraron 

por estría en placas con agar YDC (dextrosa 20 g/L, extracto de levadura 10 g/L, carbonato 

de calcio 20 g/L, agar agar 20 g/L) y se incubaron a 24 ± 2°C por 48 h para la preparación 

de los inóculos bacterianos para infectar las hojas de las plantas. Se preparó una solución 

de gelatina al 1% estéril y se transfirieron 200 µL a tubos para microcentrífuga de 1.5 mL 

correspondientes a cada una de las especies del consorcio (“especies lisa, naranja y 

rugosa”), la mezcla y un control negativo. Posteriormente, con pistilos pequeños estériles 

se maceraron las colonias hasta obtener mezclas homogéneas. Después, se agregaron 800 

µL de la gelatina al 1% y se agitaron en vortex por 1 min. Los inóculos se ajustaron a una 

densidad óptica (DO) de 0.244 a 625 nm mediante espectrofotómetro (SmartSpecTM Plus 

BIO RAD). Después, con pinceles #2 se tomaron inóculos de cada una de las tres especies 

de Bacillus spp. y se depositaron en el envés de las hojas de las plantas de C. chinense. 

Por último, se incubaron y se analizaron las respuestas de la hoja y tallo mediante análisis 

visual del tejido que presentó daño. El procedimiento para la infección se realizó de 

acuerdo con (Betsuyaku et al. 2019) con las plantas obtenidas de las bandejas de 72 

cavidades. 

6.4 Análisis Morfológico  

Para los análisis morfológicos macroscópicos del tejido, las hojas de cada tiempo 

de incubación y de cada grupo experimental se procesaron para analizar el área de daño 

bajo microscopía de fluorescencia mediante preparación en fresco y con el colorante 

fluorescente específico para la pared celular, blanco de calcoflúor. 

Antes de someter los tratamientos a la tinción, las hojas fueron despigmentadas 

con solución de Carnoy (Ek-Ramos et al. 2010) toda la noche en cajas Petri de vidrio 

conteniendo 5 mL de esa solución en agitador orbital a 120 rpm selladas con parafilm. 

Pasado el tiempo se retiró la solución, se enjuagó con agua destilada y se repitió el proceso.   
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Para la tinción con blanco de calcoflúor se prepararon secciones de hojas de los 

tratamientos y se montaron en portaobjetos. Se añadieron aproximadamente 200 µL de la 

solución de blanco de calcoflúor M2R (Sigma-Aldrich, Cat. 18909) y se dejó incubar por 

30 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, se retiró el colorante y se realizaron 

2 lavados con agua destilada. Por último, se observó al microscopio de fluorescencia 

VELAB® Modelo VE146-YT con filtro banda G: 510-560 nm.  

6.5 Extracción de ADN de las Especies del Consorcio de Bacillus spp. y Análisis 

Filogenético 

Mediante secuenciación del gen 16S ribosomal se confirmó la identidad de las 

especies que conforman el consorcio de Bacillus spp. La extracción de ADN de las 

especies aisladas se realizó de acuerdo con el método fenol/cloroformo/alcohol isoamílico 

(Pérez-González et al. 2015). El gen 16S rRNA fue amplificado mediante PCR utilizando 

los oligonucleótidos 16S rRNA For y 16S rRNA Rev ReadyMade™ Primers (IDT Cat. 

51-01-19-06 y 51-01-19-07, respectivamente) empleando el mix GoTaq® Green Master 

(Promega, Cat. M7123) siguiendo protocolos del fabricante. La PCR consistió en un 

precalentamiento (94°C, 5 min) y 35 ciclos de lo siguiente: desnaturalización (94°C, 3 s), 

alineamiento (65°C, 30 s) y extensión (72°C, 1.3 min). La extensión final fue por 7 min y 

el tamaño de los productos de las reacciones fueron confirmados mediante electroforesis 

en gel de agarosa al 1%. Los productos de PCR se purificaron con el kit SureClean Plus 

(BIOLINE, Cat. BIO-37047) siguiendo el protocolo del fabricante. Los fragmentos 

purificados se enviaron a secuenciar al Laboratorio de Servicios Genómicos 

CINVESTAV (Irapuato, Gto. México) usando la tecnología Sanger. 

Las secuencias obtenidas fueron curadas manualmente en el programa 

GeneiousPrime versión 2021.1.1 (Kearse et al. 2012) y analizadas con la herramienta 

BLASTN en la página web del NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). El árbol 

filogenético fue construido por el método Máxima Verosimilitud con 1000 replicaciones 

(Bootstrap) en el programa MEGA v. 10.1.10 (Kumar et al. 2018). 
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6.6 Análisis Bioinformático 

Los genomas del consorcio patogénico de Bacillus spp. se secuenciaron en la 

Unidad Universitaria de Secuenciación Masiva de ADN del Instituto de Biotecnología de 

la Universidad Autónoma de México en Cuernavaca, Morelos, México. 

Las secuencias crudas totales fueron subidas al servidor MG-RAST (Anotación 

Rápida de Metagenomas mediante la Tecnología de Subsistemas) (Meyer et al. 2008; 

Keegan et al. 2016) y se procesaron mediante su flujo de trabajo estándar manteniendo los 

parámetros sin modificar. Para la identificación y anotación de proteínas y otras 

secuencias, se realizaron contra las diferentes bases de datos asociadas a MG-RAST. Las 

bases de datos GenBank (Benson et al. 2015),  M5NR (Wilke et al. 2012), SEED 

(Overbeek et al. 2014; Brettin et al. 2015) y KEEG (Moriya et al. 2007; Kanehisa et al. 

2016) fueron usadas para la anotación de los genomas a varios niveles.    

Mediante la herramienta Servicio de Binning RAST (RBS) (Parks et al. 2017) se 

reconstruyeron y recuperaron los tres genomas del consorcio puro secuenciado a través de 

PATRIC (Snyder et al. 2006; Wattam et al. 2014; Antonopoulos et al. 2019) siguiendo los 

parámetros: ensamble de genomas: SPAdes v. 3.12.0 (Bankevich et al. 2012), “modo 

metagenómico”, tipo de librería: “paired-end”. Posteriormente, el conjunto de datos que 

se obtuvo se analizó con QUAST (Gurevich et al. 2013) para evaluar la calidad del 

ensamble. Por último, los datos se procesaron con los programas y bases de datos que se 

describen enseguida. 

Las enzimas activas en carbohidratos (CAZy) (Garron y Henrissat 2019) fueron 

predecidas a través de la herramienta dbCAN2 (Yin et al. 2012; Zhang et al. 2018) con su 

flujo de trabajo estándar que anota las enzimas que contiene el conjunto de datos por 

medio de los algoritmos: HMMER (Finn et al. 2011) con un valor-E de <1e-15, DIAMOND 

(Buchfink et al. 2015) que emplea BLAST contra la base de datos CAZy con un valor-E 

de <1e-102 y Hotpep (Busk y Lange 2013; Busk et al. 2017) que identifica motivos 

conservados de las enzimas. Las proteínas que se predijeron dentro del módulo de GT 

fueron identificadas, sin embargo, no se incluyeron en análisis posteriores. Las que se 

identificaron como GH, PL, CE, CBM y AA fueron las que se incluyeron debido a que 

han sido asociadas con la degradación de carbohidratos de la pared celular vegetal 
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(Blackman et al. 2014). Los resultados obtenidos se graficaron usando el lenguaje de 

programación R mediante el software RStudio v. 4.0.1 (R Core Team 2020). Asimismo, 

mediante el NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) se descargaron los genomas de cepas 

reportadas como fitopatógenas, se procesaron con dbCAN2 y se elaboraron los gráficos 

para demostrar las comparaciones múltiples. 

Las funciones de las proteínas fueron predecidas y clasificadas contra KEGG 

(Kanehisa et al. 2016) a través de KAAS (servidor de anotación automática KEGG) 

(Moriya et al. 2007). Los resultados obtenidos se procesaron usando el lenguaje de 

programación R mediante el software RStudio v. 4.0.1 (R Core Team 2020). Los mapas 

circulares de los genomas se construyeron usando CGView (Stothard et al. 2019) 

(http://cgview.ca/). 

6.7 Análisis Estadístico 

Para determinar diferencias significativas en la proporción de plantas que 

presentaron daño entre los tratamientos, se utilizó una prueba no paramétrica Kruskal-

Wallis usando el paquete estadístico XLSTAT v. 2020.5.1.  
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7. RESULTADOS 

7.1 Morfología Colonial y Microscópica del Consorcio de Bacillus spp. 

En agar YDC se aislaron e identificaron las morfologías coloniales 

correspondientes a las especies del consorcio de Bacillus spp. En la Figura 1 se muestra 

el consorcio total así como las especies separadas. Las especies fueron identificadas como: 

“especie lisa” (Bacillus pumilus, BL): colonias beige, forma circular, elevadas y márgenes 

enteros (Figura 1B); “especie naranja” (Bacillus safensis, BN): colonias con pigmento 

naranja, márgenes enteros, convexas, forma circular y superficie lisa (Figura 1C); 

“especie rugosa” (Bacillus paralicheniformis, BR): colonias blanquecinas, forma 

irregular, elevadas, margen ondulado y superficie áspera (Figura 1D). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Morfología de Bacillus spp. cultivado en agar YDC incubado a 25 ± 2 °C por 48 h. A) mezcla del 

aislado, B) ‘especie lisa’ (Bacillus pumilus, BL), C) ‘naranja’ (Bacillus safensis, BN), D) ‘rugosa’ (Bacillus 

paralicheniformis, BR). 
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A partir de los cultivos aislados y la mezcla se realizaron tinción Gram y tinción 

de esporas con verde malaquita. La Figura 2 muestra los resultados obtenidos; todos 

corresponden a bacilos grampositivos (Figura 2A) formadores de esporas (Figura 2B). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Morfología microscópica del consorcio Bacillus spp. cultivado en agar YDC incubado a 25 ± 2 

°C por 2 y 4 días, respectivamente. A) Bacilos grampositivos teñidos con tinción Gram (100x), B) bacilos 

con endospora (flechas) y esporas libres (punta de flecha) teñidos con verde malaquita (100x). 

 

7.2 Efectos del Consorcio Patogénico de Bacillus spp. en Hojas de Plantas de Chile 

Habanero 

Los daños observados en las hojas de las plantas inoculadas con el consorcio de 

Bacillus spp. y especies por separado fueron puntos negros en el envés de hojas, aspecto 

rizado (Fig. 3B) y clorosis (Fig. 3C) comparadas con el tratamiento control a las 24 h 

post-infección (p.i.). A las 48 y 72 h p.i. se observaron los síntomas más pronunciados y 

los tallos se tornaron color ligero café (Fig. 3D) con un anillo oscuro cerca de los peciolos 

de las hojas. Los efectos ocasionados por las especies inoculadas por separado fueron los 

mismos que la mezcla a diferencia de que una menor cantidad de plantas presentaron 

síntomas. Por lo que se puede inferir que la mezcla tiene un mayor efecto patogénico que 

las especies individuales.  
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Figura 3. Imágenes representativas del daño observado en hojas infectadas por el consorcio de Bacillus spp. 

A) Clorosis (círculo punteado) y B) apariencia rizada (punta de flecha) comparado con el tratamiento control 

(plantas izq.) a las 24 h post-infección (p.i.). A las 72 h p.i. se observaron manchas negras pequeñas en envés 

C) (flechas) y los tallos se tornaron ligero café D) (llaves).  

 

Para determinar la proporción de plantas que presentaron síntomas de enfermedad 

contra las plantas control, realizamos una prueba de Kruskal-Wallis. A las 48 h 

encontramos diferencia en la proporción de las plantas que sufrieron daño correspondiente 

a los tratamientos con la mezcla vs el control (Figura 4A). Y hasta las 72 h p.i. hubo 

diferencias significativas entre los tratamientos BR y mezcla contra control (Figura 4B). 
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Figura 4. Prueba K-W comparación múltiple de medias con corrección de Bonferroni alfa= 0.005. A) A las 

48 h p.i. hubo diferencia significativa entre tratamiento ctrl vs. mezcla; B) a las 72 h p.i. diferencias 

significativas entre ctrl vs. mezcla y BR. 

 

El análisis morfológico al microscopio de fluorescencia de las hojas a las 72 h 

post-infección, demostró que el tratamiento mezcla y con BR hubo una modificación en 

la estructura de la pared celular comparada contra el tratamiento sin infectar donde se 

observó que se conservó la arquitectura del tejido (Figura 5). En el tratamiento control 

sin infectar (Figura 5A) la señal fluorescente, correspondiente al blanco de calcoflúor, es 

más fuerte respecto a los demás tratamientos. Lo que podemos inferir que en el control no 

hubo cambios o modificaciones en la estructura de las paredes celulares y por consiguiente 

en las células vegetales. El blanco de calcoflúor es capaz de unirse a la celulosa en las 

paredes celulares y es usado ampliamente para observar estructuras vegetales (Flores-

Félix et al. 2015; Bidhendi et al. 2019).  
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Figura 5. Imágenes representativas de las reacciones de las hojas a las 72 h p.i. En A) se muestra el control; 

B) mezcla; C) BL; D) BN; E) BR; F) Phytophthora capsici. Microscopía de fluorescencia. Tinción con 

blanco de calcoflúor. Magnificación 4x, 10x D). 

 

7.3 Estadísticos Básicos y Evaluación de la Calidad de Secuenciación 

Una manera de revisar a primer instancia los datos que se obtienen de las 

tecnologías como NGS, es analizar estadísticos básicos que incluyen el número de 

secuencias totales, la longitud promedio de lecturas y el contenido de Guanina-Citosina. 

La Tabla 1 resume los estadísticos básicos del análisis de datos a través del servidor MG-

RAST (Meyer et al. 2008) de los genomas del consorcio puro. Se obtuvo un total de 22.3 

millones de secuencias, un total de 1,831 millones de pares de bases (pb) con una longitud 

promedio de lecturas de 76 pb y un contenido de Guanina-Citosina (GC) del 40.1%.   
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Para evaluar a detalle la longitud promedio de las lecturas y contenido de GC, se 

graficaron los datos después del preprocesamiento mediante SolexaQA (Cox et al. 2010) 

para remover secuencias de baja calidad y secuencias que se encontraban dos desviaciones 

estándar de la longitud promedio (Huse et al. 2007). La Figura 6A muestra la longitud de 

las lecturas que se encuentra entre 74 – 77 pb y la distribución del porcentaje de GC del 

análisis completo de secuencias en la Figura 6B. El contenido de GC está entre 35 y 45%.  
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Figura 6. Análisis de la distribución en la longitud de las lecturas y porciento de GC. A) La longitud 

promedio de las secuencias se encuentra entre 74 y 77 pares de bases (pb) y en B) se muestra el porciento 

de GC (35 – 45%) de los genomas analizados.  
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Asimismo, se evaluó la calidad de secuenciación mediante el método DRISEE 

(Estimación del Error de Secuenciación Inferido por Lecturas Duplicadas) descrito por 

(Keegan et al. 2012) que analiza lecturas duplicadas artificialmente y determina el grado 

de variación entre secuencias idénticas en su prefijo; el error total de los datos fue de 4.3% 

Figura 7.   

 

 

Figura 7. Estimación del error de secuenciación por el método DRISEE. El porcentaje de error (eje Y) está 

graficado con respecto a la posición de la lectura (eje X). Se muestra el error total (error_Total), sustituciones 

de A (sust_A), sustituciones de C (sust_C), sustituciones de G (sust_G), sustituciones de T (sust_T) e InDel 

indica inserciones y deleciones. 

 

Después del preprocesamiento y evaluación de las secuencias, se procesó el 

conjunto de datos con la herramienta RBS (Wattam et al. 2014; Parks et al. 2017) que 

provee PATRIC con el objetivo de recuperar genomas completos del conjunto total. Se 

obtuvieron los siguientes datos que muestra la Tabla 2. Se logró un mejor ensamble de 

genomas de las especies BR y BL de acuerdo con el número de contigs, sin embargo, los 
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tres genomas mostraron características aceptables de acuerdo con el flujo de trabajo y 

valores de corte de PATRIC (Wattam et al. 2014).   

 

 

 

Cabe destacar que las características respecto al número de contigs (BR, BL y BN; 

40, 28 y 109, respectivamente), tamaño del contig N50 (BR, BL y BN; 277, 517 y 100 

kpb, respect.) que es un estadístico para evaluar la contigüidad de un ensamble del genoma 

(Nagarajan y Pop 2013), la consistencia (BR, BL y BN; 99.8, 98.4 y 88.4, respect.) y 

contaminación (BR, BL y BN; 0.2, 0.1 y 0, respect.) se encuentran dentro de los rangos 

permitidos para concluir que son genomas completos (Tabla 2). Los contigs en un 

ensamble son ordenados por tamaño iniciando por el más largo, entonces, el N50 es el 

tamaño del contig que se encuentra a la mitad (50%) de todo el genoma.  
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7.4 Anotación y Clasificación Funcional de Proteínas 

Se analizó la clasificación funcional de las proteínas codificadas por los genomas 

de las especies del consorcio utilizando KAAS contra la base de datos KEGG. En total, se 

anotaron 2082, 1949 y 1853 proteínas putativas asociadas a las categorías: metabolismo, 

procesamiento de información ambiental, procesamiento de información genética, 

procesos celulares y sistemas del organismo para las especies BR, BL y BN, 

respectivamente (Figura 8). 

 

Figura 8. Se muestra el total de las proteínas anotadas de los tres genomas basada en KEGG. El total se 

indica arriba de las barras. 

 

La Figura 9 muestra la clasificación funcional KEGG de todas las clases que 

compone la base de datos para las tres especies. Metabolismo de carbohidratos y 

metabolismo de aminoácidos fueron las clases con más proteínas anotadas (Figura 9, 

clases a y e).  
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Figura 9. Clasificación funcional de las proteínas codificadas por los genomas de A) B. paralicheniformis 

(BR), B) B. pumilus (BL) y C) B. safensis (BN) basado en KEGG (Enciclopedia de Genes y Genomas de 

Kyoto). La abundancia de cada clase se indica arriba de las barras.  a: metabolismo de carbohidratos, b: 

metabolismo energía, c: metabolismo de lípidos, d: metabolismo de nucleótidos, e: metabolismo de 

aminoácidos, f: metabolismo de otros aminoácidos, g: metabolismo y biosíntesis de glicanos, h: 

metabolismo de terpenoides y poliquétidos, i: biosíntesis de otros metabolitos secundarios, j: metabolismo 

y degradación de xenobióticos, k: transcripción, l: traducción, m: plegamiento y degradación, n: replicación 

y reparación, o: transporte membranal, p: transducción de señales, q: transporte y catabolismo, r: 

crecimiento celular y muerte, s: comunidad celular, t: motilidad celular, u: adaptación al ambiente. 

 

7.5 Genomas Circulares de las Especies del Consorcio  

Mediante la herramienta CGView (Stothard et al. 2019) se construyeron los mapas 

circulares de los genomas del consorcio de Bacillus spp. Las secuencias codificantes 

(CDS), el contenido de GC, ARN ribosomal, ARN de transferencia y el sesgo GC (GC 

skew) donde GC están en mayor proporción en la cadena líder (Snyder et al. 2012) Figura 

10 son los elementos que contienen los mapas. La Figura 10 muestra los genomas 

circulares correspondientes a las tres especies que componen el consorcio de Bacillus spp.   
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Figura 10. Mapas de los genomas de las especies del consorcio: A) B. paralicheniformis (BR), B) B. 

pumilus (BL) y C) B. safensis (BN). La escala del interior representa el tamaño de los genomas en Mega 

pares de bases (Mbp); el genoma de cada especie se muestra por anillos del 1 (exterior) al 4 (interior).  

Anillos 1 y 2 (cadena adelantada y cadena retrasada), secuencias codificantes (CDS), ARNt y ARNt 

anotados mediante RAST. Anillo 3, sesgo de GC (GC skew). Anillo 4, contenido de GC.      

 

A través de la herramienta PlasmidFinder (Carattoli et al. 2014) se procesó el 

conjunto de datos con el objetivo de identificar plásmidos por homología de secuencias. 

En nuestros datos se logró identificar un fragmento de >1.5 kb (Tabla 3) que ha sido 

caracterizado en un aislado de B. thuringiensis subsp. tenebrionis (Huang et al. 2006): es 

un plásmido grande con un tamaño aproximado de 82 kb llamado pBMB165. El fragmento 

predecido codifica a una proteína relacionada a la replicación (del plásmido) con un 95.7% 

de similitud; el número de acceso del GenBank es AHC73160.1. 
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7.6 Análisis Genómico Comparativo 

El análisis comparativo contra cinco genomas de referencia obtenidas del NCBI 

de cada una de las especies de Bacillus demostró que poseen características similares entre 

ellas (Tabla 4). Los genomas de las cepas de B. paralicheniformis Bac84, MDJK30 y BR 

(reportado en este estudio) muestran alta similitud respecto al tamaño del ADN y 

contenido de GC. Asimismo, los genomas de las cepas de B. pumilus ATCC 7061 y BL 

(de este estudio) exhiben un alto grado de homología respecto al tamaño del ADN, 

contenido de GC y número de CDSs predecidos (Tabla 4). Distinto fue el caso de la 

comparación genómica de las seis cepas de Bacillus safensis, donde incluso hubo 

diferencias entre los genomas de referencia respecto al tamaño del ADN y número de 

CDSs (Tabla 4 fondo).  
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7.7 Análisis Filogenético 

La secuenciación del gen 16S del ARN ribosomal fue empleado para la 

identificación de las especies del consorcio de Bacillus spp. Los resultados mostraron que 

las especies BL y BN son altamente similares entre ellas incluso contra las cepas de 

referencia obtenidas del NCBI (Figura 11). Estas dos especies formaron un clúster con 

>50% por lo que podemos inferir que los resultados obtenidos son confiables. El caso fue 

distinto con las cepas de B. paralicheniformis que se establecieron en clústeres diferentes 

con porcentajes favorables.    
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Figura 11. Árbol filogenético construido con secuencias del gen 16S del ARNr con 14 secuencias obtenidas 

del NCBI y las 3 correspondientes al consorcio (recuadros rojos) mediante el método máxima verosimilitud. 

Se muestran los porcentajes del Bootstrap en cada nodo. La escala representa el número de sustituciones/100 

nucleótidos.  

 

7.8 Enzimas que Degradan Pared Celular de Plantas 

La virulencia de algunas bacterias fitopatógenas dependen de un conjunto de 

enzimas que secretan que degradan pared celular causando maceración del tejido como: 

pectinasas, celulasas y proteasas (Barnard et al. 2007; Blackman et al. 2014) por 

mencionar algunas. Se predijeron un total de 385 proteínas contra la base de datos CAZy 

a través de dbCAN2. De esas se eliminaron 122 de los siguientes análisis debido a que 

pertenecían a la clase de GT y no han sido asociadas con la degradación de carbohidratos 

de la pared celular (Blackman et al. 2014). El total de proteínas predecidas fueron 

identificadas entre las clases y sus familias como: 135 GH, 67 CBM, 42 CE, 14 PL y 4 

AA. Del total, corresponden 130, 76 y 56 de proteínas predecidas a las especies del 

consorcio BR, BL y BN, respectivamente como lo muestra la Figura 12. 
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Figura 12. Enzimas activas en carbohidratos (CAZy) predecidas en los genomas de las especies de Bacillus. 

AA: actividad auxiliar, CBM: módulo de unión a carbohidrato, CE: carbohidrato esterasa, GH: glicosil 

hidrolasa, PL: polisacárido liasa. 

 

 

Además del análisis de los genomas de Bacillus, se compararon contra especies 

que tienen reportes de ser fitopatógenas: B. pumilus GR-8, ahora B. altitudinis GR-8 

(Yuan y Gao 2015), B. circulans (Leary et al. 1986), BR, BL y BN (este estudio), B. 

pumilus SAFR-032 (genoma de referencia, acceso GenBank GCA_000017885.4), y otras 

especies fitopatógenas grampositivas como Clavibacter michiganensis CASJ001 y C. 

michiganensis CASJ008 (Thapa et al. 2017), para saber si existen diferencias en el número 

de enzimas degradadoras. La Figura 13 muestra que BR contiene en su genoma mayor 

abundancia de enzimas. 
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Figura 13. Comparación múltiple contra genomas de especies fitopatógenas de enzimas activas en 

carbohidratos (CAZy) predecidas. AA: actividad auxiliar, CBM: módulo de unión a carbohidrato, CE: 

carbohidrato esterasa, GH: glicosil hidrolasa, PL: polisacárido liasa. Especies: BA_GR8 (B. altitudinis 

GR8), BC_GN03 (B. circulans GN03), BP_SAFR-032 (B. pumilus SAFR-032), CM_CASJ001 

(Clavibacter michiganensis CAS001), CM_CASJ008 (C. michiganensis CASJ008). 

 

 

Las familias de GH más abundantes que se identificaron en los genomas de las 

especies del consorcio fueron GH1, GH13, GH23, GH4 y GH43. La Tabla 5 muestra 

información detallada de las familias predecidas, así como los sustratos y actividades 

enzimáticas putativas que podrían desarrollar. Por ejemplo, las GH1 tienen actividad sobre 

los residuos de glucosa unidos por enlace β-1,4 que forman la celulosa (Mimic 2008). La 

celulosa no es el único sustrato para estas familias de enzimas, también tienen como 

blanco hemicelulosas y pectinas como se describe en la Tabla 5. 
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Asimismo, en la Tabla 6 se describen las CE, PL, la clase no-catalítica CBM y las 

enzimas con actividad auxiliar (AA) identificadas en las especies de Bacillus spp. La 

familia más abundante de carbohidrato esterasas fue la número 4, que de acuerdo con la 

base de datos CAZy, corresponde a las enzimas acetil xilano esterasas que tienen como 

sustrato la hemicelulosa (Biely 2012). Respecto a la categoría PL, la familia 1 fue la más 

abundante; estas enzimas agrupan a las pectato y exopectato liasas y tienen al 

rhamnogalacturonano, componente de la pectina, como potencial sustrato (Garron y 

Cygler 2010). Por otro lado, las familias CBM50 y CBM2 fueron las que se encontraron 

en mayor número (Tabla 6). 

 Los módulos de unión a carbohidratos son dominios que ocurren dentro de las 

proteínas de las otras clases de CAZymes y su función es acercar y prolongar la cercanía 

del sitio activo (de la enzima) con el sustrato potencial, permitiendo la hidrólisis del 

polisacárido (Guillén et al. 2009). En los genomas del consorcio, se identificó a la enzima 

con actividad auxiliar (AA) de la familia 10 (Tabla 6 al fondo) que podría aumentar la 

accesibilidad al sustrato para las enzimas hidrolíticas actuando en sinergia con las 

celulasas (Levasseur et al. 2013).   
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7.9 Proteínas Candidatas que Contribuyen a Fitopatogenicidad 

La secreción de un conjunto de PCWDEs como pectinasas y celulasas, la 

producción de sideróforos y la secreción de moléculas efectoras contribuyen para una 

infección exitosa (Coulthurst et al. 2006). Se ha demostrado que la producción de esas 

moléculas (efectoras) son dependientes del quorum sensing (Barnard et al. 2007), como 

el autoinductor-2 (AI-2) que su producción es dependiente del gen luxS (Surette et al. 

1999). En los genomas BR, BL y BN se identificaron genes candidatos que podrían 

contribuir para lograr la infección en el hospedero. La Tabla 7 muestra las proteínas 

identificadas en cada uno de los genomas.  
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8. DISCUSIÓN 

8.1 Análisis Genómico de las Especies del Consorcio de Bacillus spp.  

Los métodos de secuenciación masiva en paralelo como la NGS ha abierto el 

camino a una nueva era en genómica y biología molecular, comparado con el método 

Sanger que se considera como primera generación, la NGS provee mayor rendimiento en 

los datos con un costo más bajo y permite realizar estudios genómicos a escala poblacional 

(Park y Kim 2016). Entre las ventajas de la NGS: no se requiere clonación en modelos 

bacterianos del ADN diana (a secuenciar), se procesan millones de reacciones en paralelo 

y al mismo tiempo y por último, la detección de las bases incorporadas se realiza por ciclos 

y en paralelo (Bentley et al. 2008; Park y Kim 2016). Todas estas características permiten 

a los investigadores analizar genomas completos a bajo costo y en un corto período de 

tiempo. Además de las ventajas mencionadas, esta tecnología minimiza los errores en la 

incorporación de bases durante el proceso de síntesis de lecturas y el enfoque de lecturas 

en pares “paired end” es eficiente al momento de alinear secuencias mejorando la 

precisión y cobertura de secuencias consenso (Bentley et al. 2008; Nagarajan y Pop 2013). 

Dicho esto, podemos inferir que las secuencias generadas por el sistema utilizado para 

nuestro trabajo son de alto rendimiento y precisión.      

La evaluación de la calidad de secuencias es imprescindible para conocer si los 

datos con los que se trabajan son óptimos para análisis posteriores y con esto evitar horas 

de trabajo y esfuerzos. Por esta razón, se procesaron los datos mediante MG-RAST 

(Meyer et al. 2008) ya que nos ayuda a determinar si la calidad de lecturas es óptima y así 

tomar la decisión si nuestro conjunto de datos son de buena calidad para análisis 

posteriores. MG-RAST ha sufrido modificaciones en su flujo de trabajo y ha estado en 

constante mejoramiento para proveer un análisis confiable (Keegan et al. 2016). Nuestros 

resultados mostraron una longitud promedio de lecturas de 76 pb, un contenido de GC 

40.1% y un promedio total del error de secuenciación de 4.3% (Figuras 6 y 7). 

Hasta hace más de una década, la recuperación de genomas a partir de datos 

metagenómicos estaba restringida a muestras con baja diversidad (Tyson et al. 2004), sin 

embargo, la mejora en las tecnologías de secuenciación y los avances en los recursos 
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bioinformáticos han permitido recuperar genomas ensamblados de metagenomas 

(MAG’s, por sus siglas en inglés) de entornos de alta diversidad (Yeoh et al. 2015; Parks 

et al. 2017). Los MAG se obtienen agrupando contigs ensamblados con una composición 

de secuencia similar, profundidad de cobertura en una o más muestras relacionadas (Parks 

et al. 2017). Nuestro conjunto de datos inicialmente contenía tres genomas de especies de 

Bacillus estrechamente relacionadas. Los MAG son típicamente incompletos y pueden 

contener contigs de múltiples cepas o especies debido a los desafíos para distinguir entre 

miembros de la comunidad relacionados tanto en los procesos de montaje (ensamble) 

como en el agrupamiento (Imelfort et al. 2014). No obstante, este tema en especial ha 

estimulado el desarrollo de herramientas para evaluar la calidad de los MAG recuperados, 

y como lo muestra la Tabla 2, obtuvimos genomas considerados como completos de 

acuerdo con lo sugerido por (Snyder et al. 2007; y Parks et al. 2017), que para clasificar 

un genoma como completo (reconstruido de muestras que contienen más de dos genomas) 

deben contar con los siguientes estadísticos: contig N50 ≥10 kpb, consistencia ≥ 87%, que 

es el número de genes que corresponden a un genoma funcional (Wattam et al. 2014), y 

contaminación <10%.      

Los plásmidos son moléculas de ADN circulares o lineares capaces de replicarse 

por sí mismos y transferirse entre diferentes especies bacterianas. La mayoría de los 

plásmidos descritos se han identificado por conferir ciertas características fenotípicas que 

son objeto de selección positiva en la bacteria huésped, como la presencia de genes de 

resistencia a antimicrobianos o de virulencia (Snyder et al. 2012; Carattoli et al. 2014). 

Sin embargo, los genes relacionados a virulencia predecidos se encontraron que forman 

parte del cromosoma de las especies como lo muestra la Tabla 5. Además, el fragmento 

de plásmido putativo codifica a una proteína relacionada con la replicación (del plásmido) 

(Tabla 3). Similar al ADN genómico o cromosómico, los plásmidos codifican proteínas, 

ARN y se replican conforme la célula crece, posteriormente cuando la célula se divide se 

distribuyen a las células hijas. Aislados de bacterias extraídos del ambiente a menudo 

perderán algunos o todos los plásmidos con el tiempo cuando se cultivan en el laboratorio 

(Snyder et al. 2012). Aunque el consorcio de Bacillus spp. se almacenó en 

ultracongelación hasta su uso, cabe la posibilidad de que no se hayan logrado identificar 

en el conjunto de datos por la razón antes mencionada. Mediante el análisis genómico 
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comparativo realizado contra cepas de referencia (Tabla 4), podemos inferir que los 

genomas reportados en este estudio no contienen material extracromosómico, al menos 

con las especies BR y BL, debido a que los tamaños de ADN y número de CDS son 

similares entre sí. Distinto a los genomas de B. safensis, ya que hubo diferencias incluso 

entre los genomas de referencia (Tabla 4). La presencia de cepas con cierta homología en 

una comunidad puede ser un desafío para la recuperación de genomas a partir de muestras 

que contienen >2 genomas (especies), ya que puede reducir la calidad del ensamblaje y la 

capacidad de reconocer contigs de la misma población (Imelfort et al. 2014; Luo et al. 

2015) (el consorcio de Bacillus spp. en nuestro caso). En particular, existe la posibilidad 

de que solo se ensamblen regiones genómicas compartidas entre cepas con-específicas 

(altamente homólogas). Este sesgo en el tamaño de los cromosomas puede atribuirse a 

varios factores que incluyen: inexactitudes en las estimaciones de integridad y 

contaminación (Parks et al. 2015), errores en el ensamble de regiones repetitivas 

(Jørgensen et al. 2015), dificultades para asignar pequeños contigs a genomas derivados 

de una mezcla (Kang et al. 2015) o a variaciones naturales en el tamaño del ADN entre 

especies (Tatusova et al. 2014). Dado lo anteriormente expuesto, podemos inferir que 

obtuvimos una recuperación casi completa del ADN cromosómico de las tres especies 

(Tabla 4). Esto sugiere que para los MAG casi completos, no hay pérdida sistemática de 

contenido genómico (Parks et al. 2017), con la excepción de elementos 

extracromosómicos como plásmidos.  

Para adaptarse al rápido crecimiento de datos genómicos, se requieren métodos 

computacionales más eficientes y precisos para la anotación funcional de genomas. La 

base para la anotación es la aplicación de la similitud de secuencias contra secuencias 

curadas o anotadas manualmente. Esto se logra mediante métodos de alineación de 

secuencias como el algoritmo Smith-Waterman (Smith y Waterman 1981) y BLAST 

(Altschul et al. 1990). Los genes ortólogos son genes funcionalmente conservados en 

diferentes especies, ramificados de un ancestro común por especiación. En la práctica, se 

deducen computacionalmente de la relación bidireccional de mejor resultado (BBH) en la 

comparación del genoma por pares (Tatusov et al. 1997; Kanehisa et al. 2016). Por lo 

tanto, la identificación de genes ortólogos entre especies es la mejor forma de predecir (in 

silico) funciones de genomas secuenciados. La anotación de genomas en KEGG se realiza 
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en diferentes fases; 1) las funciones moleculares son almacenadas en la base KO 

(Ortología KEGG) y se asocian a grupos ortólogos con el fin de integrarlas con evidencia 

experimental en organismos específicos a otros organismos; 2) los grupos ortólogos son 

definidos en el contexto de rutas KEGG y otras conexiones moleculares para deducir a 

cuáles vías metabólicas participarían los genes anotados y en consecuencia las proteínas. 

Por lo tanto, el procedimiento de anotación del genoma conduce a la reconstrucción 

automática de rutas metabólicas permitiendo la interpretación de funciones a alto nivel 

(Kanehisa et al. 2016).  

8.2 Enzimas que Degradan Pared Celular de Plantas 

Bacillus subtilis y especies relacionadas son usadas en la producción industrial de 

enzimas, proteínas con actividad insecticida y farmaceútica, antibióticos y nucleótidos 

purínicos para aumentar el sabor de productos comestibles (Olempska-Beer et al. 2006; 

Ochiai et al. 2007). Varias enzimas importantes para el procesamiento de alimentos han 

sido derivadas de cepas y especies de Bacillus durante años (Olempska-Beer et al. 2006; 

Gu et al. 2018).  Comparado con otros microorganismos, es bien conocido que especies 

de Bacillus tienen una capacidad superior de secreción de proteínas, además de buen 

crecimiento en fuentes de carbono económicas y su adaptación en la producción industrial 

de los productos ya mencionados (Gu et al. 2018). Por otro lado, se cree que muchos 

patógenos vegetales evolucionaron a partir de los saprobios (Gibson et al. 2011). Dado 

que la lignocelulosa es el material más perdurable en los residuos vegetales, los saprobios 

exitosos han desarrollado arsenales PCWDE para adquirir azúcares para su propia 

nutrición y supervivencia. 

Las CAZymes están catalogadas en distintas familias que ensamblan o rompen 

oligosacáridos y polisacáridos. Tales familias se agrupan de acuerdo con su distinta 

especificidad pero que comparten el plegamiento tridimensional, la maquinaria catalítica 

y mecanismo de reacción (Garron y Henrissat 2019). Este sistema de clasificación ha sido 

integrado y actualizado meticulosamente en la base de datos CAZy desde 1998 (Levasseur 

et al. 2013) por lo que provee información manualmente curada para cada una de las 

categorías haciendo posible cubrir todas las familias involucradas en procesos de 

descomposición de celulosa, hemicelulosa y pectina (Levasseur et al. 2013). 
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Refiriéndonos a datos de secuencias, la clasificación está basada en la estructura primaria 

de aminoácidos, pero dado que la estructura terciaria y la unión del sustrato dependen de 

la estructura primaria, el sustrato de muchas PCWDEs se puede deducir a partir de ella 

(secuencia de aminoácidos). Por lo que en este estudio, se utilizó la homología de 

secuencias con CAZymes caracterizados para agrupar las PCWDE predecidas según el 

sustrato o sustratos que degradan (Tablas 5 y 6). La diversidad de monosacáridos, la gran 

variedad de posibles enlaces, la modificación de carbohidratos como sulfataciones o 

acetilaciones, la longitud y la forma que adoptan los polisacáridos (linear, circular, 

ramificaciones) provee a estos glucanos como las más diversas de todas las biomoléculas 

(Garron y Henrissat 2019). Esta diversidad de sustratos está correlacionada con el gran 

número de funciones cubiertas por las familias CAZyme. Incluso si algunas enzimas son 

más abundantes que otras, las familias muestran una importante diversidad estructural 

(Davies et al. 2005; Garron y Henrissat 2019).  

La complejidad estructural, insolubilidad y el alto peso molecular de la lignina que 

es una red de distintos polisacáridos y compuestos aromáticos, es un reto para los 

microorganismos degradarla o modificarla (Ruiz-Dueñas y Martínez 2009). Evidencia 

reciente ha resaltado que existen enzimas alternativas involucradas en la oxidación de 

ciertos componentes de la pared celular vegetal. Originalmente descritas como celulasas, 

se ha demostrado que tales enzimas son monooxigenasas polisacárido líticas dependientes 

de cobre que favorecen la degradación de celulosa, en conjunto con celulasas clásicas 

(Ruiz-Dueñas y Martínez 2009; Levasseur et al. 2013). Por lo tanto, estas enzimas 

oxidativas son esenciales porque estimulan la conversión enzimática de polisacáridos 

recalcitrantes. En consecuencia, se creó una nueva clase en la base de datos CAZy llamada 

“Actividades Auxiliares (AA)” que abarca enzimas redox y enzimas monooxigenasas 

polisacárido líticas involucradas en degradación de celulosa y lignina (Levasseur et al. 

2013).  La clase AA abarca varias familias que no se limitan a un único mecanismo de 

reacción para un sustrato específico. La familia AA10 (Tabla 6) predecida en nuestros 

datos, posee el rol de cortar oxidativamente los enlaces en la celulosa por lo que podría 

incrementar la accesibilidad a enzimas hidrolíticas actuando en sinergia con esas enzimas 

(Levasseur et al. 2013). Cabe destacar la cantidad de CAZymes identificadas involucradas 

en la degradación de pectina (rhamnogalacturonano y homogalacturonano), ya que se cree 
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que la descomposición de este polisacárido es el primer paso en la cascada de las 

actividades PCWDE (Brunner et al. 2013), que en consecuencia podría incrementar la 

porosidad de la pared celular y exponer a los demás polisacáridos con el fin de facilitar la 

acción de las demás enzimas hidrolíticas (Blackman et al. 2014). Los residuos β-1,4-

glucosa que forman la celulosa puede ser degradado por las enzimas que caen dentro de 

cuatro categorías: endo y exo-β-1,4-glucanasas, celobiohidrolasas y β-glucosidasas 

(Minic 2008); también hay proteínas AA que asisten en el rompimiento de la celulosa a 

través de actividad enzimática directa o indirectamente (Levasseur et al. 2013) y CMBs 

que se unen a celulasas y aumentan la actividad enzimática (Tabla 6). 

Se han descrito distintos reguladores de la producción de PCWDE, entre ellos el 

represor KdgR que se ha demostrado que actúa como regulador de los genes involucrados 

en la degradación de pectina (Bell et al. 2004). KdgR es un represor de la transcripción 

que se une a las regiones promotoras (cajas KdgR) de sus genes blanco. De acuerdo con 

la búsqueda BLASTP, se pudo identificar que los genomas de BR y BL contienen esta 

proteína reguladora (Tabla 7). Otro regulador es AepA (activador de proteínas 

extracelulares) que actúa como activador transcripcional regulando los niveles en la 

producción de proteasas y celulasas en la célula (Liu et al. 1993).  

Para funcionar en la degradación de la pared celular de la planta, las enzimas deben 

secretarse y moverse a través de la pared celular del patógeno para acceder a la pared 

celular de la planta (Blackman et al. 2014). La anotación de los genomas contra KEGG 

arrojó que nuestro conjunto de datos contiene una variedad de proteínas relacionadas al 

transporte, motilidad celular y adaptación al ambiente (Figura 9) lo que sugiere que 

podrían intervenir en procesos de infección como la secreción (transporte) de enzimas 

degradadoras.  Distintas proteínas relacionada al ensamble de flagelos fueron anotadas 

(Tabla 7). Estas proteínas participan en la interacción entre el patógeno y la planta; pueden 

inducir inmunidad al hospedero y la flagelina facilita la adherencia del patógeno al tejido 

vegetal (Rossez et al. 2014). Un inconveniente que se tuvo cuando realizamos 

alineamientos usando BLAST contra la base de datos CAZy, es que solo se pudo decir si 

la proteína de consulta tenía hits (similitudes entre secuencias) de dominios entre las clases 

CAZymes con actividad hidrolítica (GH, PL, CE y AA), sin embargo, suponiendo que la 
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proteína de consulta tiene un dominio de GH y un CBM, la alineación con BLAST sólo 

nos mostrará como resultado la presencia de un dominio GH perdiendo así datos 

importantes para la predicción. Por el contrario, la anotación usando la herramienta 

dbCAN2 (Zhang et al. 2018) proporciona información mucho más precisa y sensible; 

como cuál y cuántos dominios CAZyme (incluidos, por ejemplo, dominios CBM 

repetitivos) tiene la proteína de consulta y dónde están los límites de estos dominios en la 

secuencia completa. Por lo tanto, dbCAN2 en general ofrece una anotación CAZyme 

mucho mejor y más completa que la simple búsqueda BLAST. 

8.3 Proteínas Candidatas de Fitopatógenos  

Las plantas contienen grandes fuentes de nutrientes potenciales para la diversidad 

de especies bacterianas patógenas en el ambiente, la mayoría de estos microorganismos 

son lo suficientemente pequeños para pasar a través de los estomas y otras aberturas 

naturales hacia el tejido vegetal (Alfano y Collmer 1996). Si la bacteria puede sobrevivir 

y atravesar las barreras, el siguiente paso es secuestrar los nutrientes que necesita (de la 

planta) y comenzar a crecer en la superficie de la planta o intercelularmente ingresando a 

través de heridas o estomas. Las bacterias patógenas o no patógenas poseen una serie de 

estructuras y moléculas expuestas que la planta puede reconocer como "no propias". 

Ejemplos de estructuras características que son reconocidas por las plantas incluyen β-

glucano, lipopolisacáridos (LPS), el factor de elongación EF-Tu y la flagelina (Rossez et 

al. 2014; Feechan et al. 2015). La definición original de PAMP describe estas moléculas 

como altamente conservadas dentro de una clase de microorganismos que tienen una 

función esencial en la adaptación o supervivencia; algunos PAMP también son necesarios 

para la virulencia (Feechan et al. 2015). Además de los PAMP bacterianos conservados, 

estudios han demostrado que algunos PAMP están aún más conservados, como el 

fragmento de 13 aminoácidos expuesto en la superficie de una transglutaminasa de la 

pared celular, llamada Pep13, en especies de Phytophthora (Feechan et al. 2015). 

Las paredes celulares de plantas son estructuras complejas heterogéneas 

compuestas de polisacáridos, proteínas y polímeros aromáticos; la composición y 

estructura difiere entre los linajes de las plantas, sin embargo, comparten que todas 

contienen microfibrillas de celulosa embebidas en una matriz de pectina, hemicelulosa, 
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lignina y otras proteínas estructurales (Levasseur et al. 2013; Kubicek et al. 2014). La 

producción de proteínas de secreción es clave en la virulencia de muchos patógenos 

bacterianos (Barnard et al. 2007). Pasan su vida parasitaria contra la pared de las células 

vegetales, en los espacios intercelulares de varios órganos vegetales o en el xilema, y 

algunos son necrógenos capaces de causar la muerte a las células vegetales. Su capacidad 

para multiplicarse y luego para matar las células depende de las enzimas secretadas que 

degradan la pared o de las moléculas que la atraviesan (Alfano y Collmer 1996; Barnard 

et al. 2007).  La secreción de un conjunto de PCWDEs como pectinasas y celulasas, la 

producción de sideróforos y la secreción de moléculas efectoras contribuyen para una 

infección exitosa (Coulthurst et al. 2006). Se ha demostrado que la producción de esas 

moléculas (efectoras) son dependientes del quorum sensing (Barnard et al. 2007), como 

el autoinductor-2 (AI-2) que su producción es dependiente del gen luxS (Surette et al. 

1999; Trappetti et al. 2011). Muchas especies bacterianas grampositivas o gramnegativas, 

poseen actividad similar al AI-2 o contienen un homólogo al gen luxS lo que sugiere que 

AI-2 es universal (no específico de especie) y que es una molécula de señalización 

interespecie; mutaciones en el gen luxS da lugar a distintos fenotipos, desde poco impacto 

hasta una alteración completa en la capacidad patogénica (Vendeville et al. 2005). En 

nuestros genomas de las tres especies se identificó la proteína putativa liasa-S-

ribosilhomocisteína, que está involucrada en la síntesis del autoinductor-2 (Tabla 7), 

además de una variedad de proteínas que se asignaron como “comunidad celular” dentro 

de la categoría “procesos celulares” en KEGG involucradas en quorum sensing (Figura 

9). Otro factor que podría estar involucrado en la patogénesis del consorcio de Bacillus 

spp. sobre plantas de chile habanero es el factor de elongación EF-Tu; se ha demostrado 

que tiene función como PAMP en arroz (Oryza sativa) y Arabidopsis ocasionándoles que 

monten una respuesta PTI (Furukawa et al. 2014). Aunque el EF-Tu es intracelular, su 

liberación por lisis de células bacterianas durante la invasión al tejido vegetal es suficiente 

para cumplir su función (Zipfel et al. 2006; Feechan et al. 2015). Por otro lado, en un 

estudio realizado por (Rossez et al. 2014) probaron la hipótesis de que el flagelo de E. coli 

interviene en los pasos iniciales de adherencia a la membrana celular vegetal vía patrones 

moleculares de reconocimiento facilitando interacciones en un modelo con plantas de 

Arabidopsis. En la Tabla 7 se muestra que las tres especies de Bacillus contienen genes 
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relacionados a la biogénesis de flagelos predecidos usando KEGG. Una serin-proteasa 

putativa se encontró en cada uno de los genomas del consorcio y fueron asignadas en la 

clase procesamiento de información ambiental (Tabla 7; Figura 9). Se ha observado que 

esta proteína incrementa la capacidad de entrada y multiplicación intracelular de la 

bacteria (Upadhye et al. 2009). 

La formación de biopelícula es un proceso complejo que involucra varios pasos. 

El primero es la adherencia de las células bacterianas a la superficie del hospedero, luego 

esas células forman biopelículas compuestas por una matriz extracelular. Esta matriz 

protege a la bacteria de antibióticos o del ataque del sistema inmune del hospedero 

(Trappetti et al. 2011). Posteriormente, las células se “despegan” a células individuales 

que pueden diseminarse e infectar otros sitios. El quorum sensing juega un papel 

importante en este proceso, donde el autoinductor-2 que es sintetizado por la enzima 

LuxS, es una molécula de señalización que regula su formación (Surette et al. 1999; Auger 

et al. 2006). Como muestra la Tabla 7, se identificó a la enzima LuxS con un alto 

porcentaje de identidad en nuestro conjunto de datos. Otro factor importante en el 

desarrollo de biopelículas por el patógeno es la disponibilidad del hierro (Fe) (Trappetti 

et al. 2011); es un elemento esencial para la mayoría de las células debido a su papel como 

cofactor de enzimas, particularmente de las que participan en el metabolismo central y 

respiración. La escasez de Fe (disponible) en el ambiente es una de las primeras líneas de 

defensa del hospedero para evitar una infección bacteriana (Hammer y Skaar 2011). Los 

microorganismos han desarrollado estrategias como sistemas de transporte de Fe de alta 

afinidad para sobrellevar la escasez de este elemento en el ambiente. En condiciones de 

bajos niveles de Fe, los sideróforos son liberados al medio para tomar o remover el Fe del 

hospedero (de Lorenzo y Martínez 1988; Andrews et al. 2003), posteriormente el Fe 

quelado es internalizado a la célula del microorganismo a través de un receptor embebido 

en su pared celular. Aunque no se predijeron proteínas putativas relacionadas al transporte 

de iones Fe en dos genomas de las especies de Bacillus, en la especie BR se identificó un 

transportador (permeasa) de Fe (Tabla 7) que de acuerdo con (Andrews et al. 2003), las 

bacterias grampositivas emplean una permeasa del tipo ABC para que el ion Fe se 

transporte hacia el citoplasma de la célula bacteriana. 
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9. CONCLUSIONES 

De acuerdo con los análisis genómicos de las especies del consorcio y los 

resultados arrojados de los bioensayos infectando plantas de chile habanero podemos 

concluir que el consorcio de Bacillus spp. es capaz de causar síntomas de enfermedad 

a plantas de chile habanero. Se identificaron tres especies con morfología colonial 

distintiva en agar YDC. Mediante secuenciación de los genomas y del gen 16S del 

ARNr se identificaron las especies: B. paralicheniformis, B. pumilus y B. safensis. El 

análisis de predicción de enzimas activas en carbohidratos reveló que los tres genomas 

contienen numerosas enzimas degradadoras de pared celular vegetal, comparables a 

otras especies de Bacillus reportadas como fitopatógenas. Asimismo, el análisis in 

silico demostró que los genomas contienen genes que codifican a flagelos, proteasas, 

sideróforos, reguladores de secreción de celulasas, que podrían contribuir a su 

fitopatogenicidad.  

 

 

          10. PERSPECTIVAS 

 Resecuenciar por separado las especies del consorcio bajo la misma tecnología 

para buscar elementos extracromosómicos que pudieran poseer, como plásmidos. 

 Realizar cortes histológicos del tejido vegetal infectado para observar a nivel 

celular los cambios provocados por la infección de las especies del consorcio de 

Bacillus spp.  

 Cuantificar parámetros empleados para determinar cómo las células sufren el daño 

y elucidar un posible mecanismo de patogénesis que ocasiona el consorcio de 

Bacillus spp.  
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