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1. RESUMEN

El microbioma de raíz de las plantas influye en el establecimiento y desarrollo de éstas. Este trabajo

de tesis se enfoca en las interacciones planta-microorganismo y su papel en la distribución del pasto

africano buffel (Pennisetum ciliare) y el género bacteriano Solirubrobacter, dos organismos

abundantes en escalas geográficas amplias. El pasto buffel es una planta invasora introducida

alrededor del mundo. Uno de los métodos a los que recurre para desplazar plantas nativas es la

alelopatía: secreción de compuestos que afectan el crecimiento de otras plantas. A pesar de su

amplia distribución, no se ha explorado su microbioma de raíz ni el efecto que los compuestos

alelopáticos ejercen sobre éste. De manera análoga, Solirubroabacter es una Actinobacteriota

abundante y ubicua en suelos y rizósferas mexicanos. Sin embargo, hasta la fecha existen sólo siete

genomas y aislados y no se había realizado una descripción a nivel genético de este género.

El microbioma del pasto buffel se evaluó bajo diferentes tratamientos y tiempos y se identificaron taxa

bacterianos asociados a su raíz mediante análisis del gen 16S rRNA. Obtuvimos un total de 2,164

Amplicon Sequence Variants (ASV) e identificamos 30 géneros conformando el microbioma núcleo,

algunos de los cuales podrían producir compuestos antimicrobianos, promotores de crecimiento de

plantas y contribuir a la expansión exitosa del buffel en varios entornos. A pesar de que se

identificaron géneros significativamente más abundantes en presencia de compuestos alelopáticos,

fue el desarrollo del buffel el factor que más influyó en la estructuración del microbioma de raíz. De

acuerdo con esto, detectamos ocho géneros significativamente más abundantes en los distintos

tiempos evaluados (Nodosilinea_PCC-7104, Oceanibaculum, Pedobacter, Flavitalea, Ohtaekwangia,

IS-44, Phytohabitans y Saccharothrix).

Por otro lado, se construyó un pangenoma de los siete genomas de Solirubrobacter conformado por

19,645 familias de proteínas, 2,644 de las cuales conforman el genoma núcleo. Solirubrobacter tiene

un amplio metabolismo para usar carbohidratos y tolerar estrés ambiental y, a pesar de estar

reportado como un género no mótil, se identificaron proteínas y familias génicas relacionados con

biosíntesis de flagelo. Realizando reclutamientos en metagenomas ambientales se evaluó la

diversidad y prevalencia de Solirubrobacter, resultando estar asociada a diversos suelos mexicanos,

pero ausente en otros seleccionados en una escala continental. En cambio, este género es ubicuo en

rizósferas, independientemente de la especie o ubicación geográfica. De los metagenomas se

obtuvieron 9,906 proteínas potencialmente nuevas para Solirubrobacter, incrementando así la

descripción funcional y revelando diferencias en contenido génico de acuerdo a cada muestra

ambiental. Mediante análisis del gen 16S rRNA de distintos suelos y rizósferas mexicanos obtuvimos

3,166 OTUs de Solirubrobacter y una red de co-ocurrencia que mostró la alta conectividad del género
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con el resto de la comunidad. Esto demuestra que la diversidad de Solirubrobacter y el rol que juega

en las comunidades microbianas ha sido escasamente estudiado y amerita desarrollarse en

investigaciones futuras.

Conocer la diversidad y estructura de microbiomas de raíz de plantas invasoras, así como el material

genético de los microorganismos puede proporcionar pistas sobre los ambientes en los que se

distribuyen y prosperan, por lo que estudiar estas interacciones ecológicas puede mejorar nuestra

comprensión de los procesos microbianos en el suelo y en el crecimiento de las plantas.
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2. ABSTRACT

The root microbiome influences the establishment and growth of its plant host. This work focuses on

plant-microorganism interactions and their role in distributing the African buffelgrass (Pennisetum

ciliare) and the bacterium Solirubrobacter, two abundant and widely distributed organisms. Buffelgrass

is an invasive plant introduced throughout the globe that uses allelopathy to displace native plants.

Allelopathy is the secretion of compounds that hinder the growth of a recipient plant. Despite its

distribution and impact on ecosystems, its root microbiome has not been thoroughly described, as well

as the effects of the allelochemicals on its own microbiome. Similarly, Solirubrobacter is an abundant

Actinobacteriota found in Mexican soils and rhizospheres from geographically distant locations. Only

seven genomes are available in databases and up until now, its genetic content had not been

described.

Using 16S rRNA sequences we evaluated the buffelgrass’ root microbiome under different times and

allelopathic treatments. A total of 2,164 Amplicon Sequence Variants (ASV) were obtained, and we

identified 30 genera comprising the core microbiome. Among the core, several genera with the

reported capacity to synthesize antimicrobials, vitamins, and plant-growth-promoting compounds are

suitable candidates for contributing to buffelgrass’ expansion capacity. Even though we identified a set

of genera significantly more abundant depending on the allelopathic treatment, buffelgrass’

development was the most influencing factor on microbiome composition. Accordingly, we detected a

total of eight genera significantly more abundant in the evaluated times (Nodosilinea_PCC-7104,

Oceanibaculum, Pedobacter, Flavitalea, Ohtaekwangia, IS-44, Phytohabitans y Saccharothrix).

On the other hand, a pangenome was constructed using the seven available Solirubrobacter

genomes. Of the total 19,645 protein families, 2,644 comprised the core genome. Solirubrobacter

showed a wide capacity to metabolize carbohydrates and tolerate environmental stress. Interestingly,

proteins involved with flagellar biosynthesis were detected, although being reported as a non-motile

genus. Metagenomic recruitment allowed us to explore diversity and prevalence in soils and

rhizospheres, resulting in prevalence in Mexican soils but absence in other evaluated soils from a

continental scale. In contrast, Solirubrobacter appeared ubiquitous in rhizospheres, regardless of plant

species or geographic origin. From Mexican soils and rhizosphere metagenomes, 9,906 potential new

proteins for Solirubrobacter were recruited, allowing us to expand the description of the genus while

revealing genetic differences according to each environmental metagenome. Moreover, from Mexican

soils and rhizosphere samples, we obtained a total of 3,166 OTUs assigned as Solirubrobacter. We

used them to construct a co-occurring network where Solirubrobacter highly connected with the

microbial community. The amount of OTUs reveals that Solirubrobacter’s diversity has yet to be
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tackled, while its high connectivity highlights that the role Solirubrobacter plays in microbial

communities should be further addressed.

Learning about root microbiome diversity and structure from invasive plants and the genetic content of

microorganisms contained in root microbiomes may shed light on the environments where these

organisms can thrive. Hence, studying ecological interactions between plants and microorganisms

would improve our understanding of soil microbial processes and plant growth.
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3. INTRODUCCIÓN
3.1. Las plantas y los microorganismos del suelo interactúan entre sí

El término microbioma hace alusión a un hábitat que incluye microorganismos (bacterias, hongos,

arqueas, virus y protistas), sus genomas y las condiciones ambientales circundantes (Marchesi y

Ravel, 2015). Los microbiomas pueden estar asociados a un hospedero, es decir, un organismo que

alberga a otros mediante distintas interacciones. Las plantas hospedan comunidades de

microorganismos en sus distintos tejidos y es precisamente el tejido al que se asocian el que

determina el nombre de microbioma. De esta manera podemos tener microbiomas filosféricos,

aquellos asociados con la superficie de la parte aérea de la planta, microbiomas endosféricos, las

comunidades de microorganismos que habitan la parte interna de los tejidos, y microbiomas

rizosféricos, aquellos que se asocian a la raíz por su parte externa (Dastogeer et al., 2020). La

estructura y características de cada microbioma asociado a plantas varían como respuesta a un gran

número de factores (Fitzpatrick et al., 2020), algunos de los cuales son comunes entre ellos, como la

disponibilidad de nutrientes o el genotipo de la planta, mientras que otros impactan únicamente a

algunos microbiomas; por ejemplo, los microbiomas filosféricos deben estar estructurados de tal

manera que puedan prevalecer en un ambiente sujeto a corrientes de aire (Dastogeer et al., 2020).

En un contexto biológico, un organismo exitoso es aquel capaz de sobrevivir, reproducirse y

adaptarse al ambiente en el que se desarrolla. Ésto depende en gran medida de las características

intrínsecas de cada organismo, es decir, las características y propiedades inherentes al organismo y

que no son fácilmente alteradas por factores externos, tales como su fisiología o formas de

reproducción, y que le permiten desenvolverse en un ambiente determinado. No obstante, las

interacciones con otros organismos también son parte fundamental para el desarrollo de un

organismo, así como de la estructuración de ecosistemas y procesos ecológicos (Nemergut et al.,

2013). Las interacciones dentro de la misma comunidad con microorganismos menos representados

también contribuyen a los patrones de estructuración general. Por ejemplo, se ha reportado que la

presencia de bacteriófagos específicos regula la abundancia de grupos bacterianos y algunos

nemátodos son conocidos por depredar bacterias (Thakur y Geisen, 2019; Naureen at al., 2020). A

pesar de que bajo ciertos contextos también se desarrollan interacciones negativas, la asociación

hospedero-microbioma suele basarse en interacciones biológicas benéficas o neutrales (Braga et al.,

2016; Miller et al., 2018). Este tipo de interacciones contribuyen a que las plantas puedan

desarrollarse y obtener del medio de los elementos necesarios para su crecimiento.
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Explorar la diversidad microbiana de suelos y raíces para estudiar microorganismos capaces de

interactuar con las raíces de las plantas es uno de los enfoques necesarios para explicar parcialmente

el establecimiento y desarrollo de plantas hospederas (Klock et al., 2015; Fonseca et al., 2018). El

estudio de estas comunidades se ha abordado a través tanto de métodos tradicionales de cultivo

como de métodos independientes de cultivo, entre los que se encuentran la secuenciación de genes

marcadores como el 16S rRNA, secuenciación de metagenomas totales y secuenciación de genomas

completos, entre otros (Loman and Pallen, 2015; Knight et al., 2018; Donachie et al., 2021).

3.2. Pennisetum ciliare: un pasto alelopático

El pasto buffel, Pennisetum ciliare, es un pasto invasor originario del este de África que se ha

introducido para pastoreo en el sur de Estados Unidos, México, varias regiones de latinoamérica y en

Australia (Marshall et al., 2012). Entre las ventajas competitivas que tiene este pasto se encuentran la

viabilidad de sus semillas hasta por ocho meses, sistema radicular de más de 2 m de profundidad,

contenido nutricional apropiado para ganado y resistencia a sequía (Hussain et al., 1982; Marshall et

al., 2012; Lyons et al., 2013). Sin embargo, desde su introducción se ha extendido hasta cubrir un

12% del territorio mexicano y un 53% de la superficie del estado de Sonora (Arriaga et al., 2004). En

el desierto de Sonora se han reportado disminuciones de hasta 53-73% de especies nativas, de las

familias Fabaceae y Cactaceae, que han sido sustituidas por pastizales de buffel (Tinoco-Ojanguren

et al., 2013). Uno de los mecanismos que utiliza esta planta para invadir es la alelopatía: síntesis y

secreción de compuestos aleloquímicos (metabolitos secundarios) que influyen en el crecimiento de

una planta receptora, independientemente de la disponibilidad de nutrientes (Saul-Tcherkas et al.,

2013; Schandry y Becker, 2020). Los aleloquímicos del pasto buffel no están caracterizados en su

totalidad pero se han identificado compuestos fenólicos, entre los que se encuentran los ácidos

p-OH-benzoico, p-cumárico, caféico, vanílico, ferúlico, siríngico y gentísico (Hussain et al., 2011).

A pesar de la dispersión del pasto buffel y del desplazamiento de plantas nativas, la estructura y

diversidad taxonómica de su microbioma no han sido exploradas. El microbioma de raíz de una planta

juega un papel importante en el establecimiento y desarrollo de ésta, por lo que el perfil de exudados

tan particulares de una planta invasora podría reclutar microorganismos con contenidos génicos

específicos que contribuyan a la expansión de la misma (Klock et al., 2015; Jousset et al., 2008;

Weston y Mathesius, 2014).
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3.3. Microbioma rizosférico: estructuración y funciones

El proceso de reclutamiento inicia con la rizodeposición: secreción de compuestos orgánicos al suelo

a través de la raíz. Estos compuestos suelen ser ricos en carbohidratos tales como celulosa, pectina,

xilano y manosa, pero también contienen flavonoides, aminoácidos y ácidos orgánicos (Bulgarelli et

al., 2013). Estos rizodepósitos actúan como señal para que los microorganismos se aproximen a la

raíz mediante quimiotaxis: los exudados de raíz de la planta fungen como moléculas señal para los

quimioreceptores de los microorganismos, los cuales desencadenan una respuesta de motilidad a

través de falgelos o pilis (Knights et al., 2021). Una vez en la rizósfera, los microorganismos son

capaces de adherirse y colonizar la raíz a través de proteínas como las adhesinas y las invasinas

(Bishop y Rachwal, 2014), así como por la formación de biopelícula o biofilms a través del sistema de

percepción de quorum o quorum sensing (Levy et al., 2018).

Se ha propuesto que el establecimiento de comunidades microbianas asociadas a las raíces está

regida por el llamado modelo de dos pasos (Bulgarelli et al., 2013). Este modelo propone que los

exudados de raíz atraen a microorganismos específicos a la zona de rizósfera (región del suelo

inmediata a la raíz), llevando a cabo un primer filtrado de los microorganismos del suelo. En el

segundo paso del modelo, las características de la pared celular de las plantas y del genotipo del

hospedero seleccionan una porción de los microorganismos de la rizósfera que pasan a formar parte

del microbioma de la endósfera, definida como la parte interna de la raíz de la planta (Lundberg et al.,

2012; Bulgarelli et al., 2013). Estos microbiomas están sujetos a variaciones de la planta y a factores

edáficos y derivados que determinan la composición de las comunidades microbianas alrededor y

dentro de las raíces de la planta (Tkacz et al., 2015; Bulgarelli et al., 2013; Lundberg et al., 2012)

(Figura 1).
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Figura 1. Factores que influyen en la estructuración del microbioma de raíz. Dentro del gradiente ambiental

existen regiones o localidades que presentan comunidades microbianas particulares, con algunos miembros

que pueden establecer interacciones con plantas. Factores abióticos como la aridez, pH y disponibilidad de

nutrientes, crean gradientes ambientales que determinan la diversidad microbiana del suelo. Modificado de

Fitzpatrick et al., 2020.

Cualquier microorganismo que se asocia a la planta hospedero puede ser benéfico, dañino o neutro

para la planta y el rol que desempeñan puede variar de acuerdo a fluctuaciones ambientales o a la

expresión de genes, tanto del hospedero como de otros miembros de la comunidad (Levy et al.,

2018). Como ya se mencionó, los microorganismos contribuyen al desarrollo de la planta de diversas

formas. Las fitohormonas son compuestos que influyen en el crecimiento de la planta y, entre las más

relevantes, se encuentran las auxinas, citoquininas, giberelinas, ácido abscísico y etileno (Bulgarelli et

al., 2013, Sabki et al., 2021). Cada uno de estos compuestos estimula el crecimiento de manera

distinta. Por ejemplo, las auxinas, entre las que se incluye al ácido indol-acético, se han relacionado

con el elongamiento de raíz (Park et al., 2021), mientras que las giberelinas activan genes

involucrados con la floración (Salazar-Cerezo et al., 2018). Otra contribución que las bacterias le

ofrecen a la planta es la protección ante patógenos mediante la síntesis y secreción de compuestos

antimicrobianos, así como la capacidad de metabolizar compuestos dañinos (Levy et al., 2018; Trivedi

et al., 2020), como compuestos aromáticos o metales pesados. Además, existen microorganismos

benéficos que contribuyen al desarrollo de la resistencia sistémica inducida que protege las partes de
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la planta no expuestas al ataque de patógenos o herbívoros (Pieterse et al., 2014, Fitzpatrick et al.,

2020).

Por otro lado, los factores abióticos que contribuyen a la composición de las comunidades

microbianas son varios, pero los que se han identificado ejerciendo un efecto más notorio son pH,

contenido de nitrógeno, contenido de carbono orgánico, temperatura y estado redox (Fierer, 2017). En

muestras geográficamente distantes se ha identificado la formación de grupos microbianos con

estrategias de vida similares que les permiten desarrollarse en ambientes de características

particulares, como ambientes con valores de pH altos (Delgado-Baquerizo et al., 2018). Esto indica

que la composición de las comunidades microbianas está influenciada por las características del

ambiente al que pertenecen, independientemente de su ubicación geográfica, y que podrían

promover adaptaciones fisiológicas, así como diferencias en la diversidad y riqueza de las

comunidades microbianas de acuerdo a su ubicación geográfica y hospedero (Malik et al., 2017;

Fitzpatrick et al., 2020). Sin embargo, existen taxa bacterianos que son abundantes en suelos

distintos y geográficamente distantes (Brewler et al., 2016), probablemente debido al potencial

metabólico contenido en cada una de estos grupos.

3.4. Existen taxa ubicuos en suelos y rizósferas

Toda descripción taxonómica de una comunidad microbiana permite una mejor comprensión de las

interacciones ecológicas dentro de la comunidad y con el hospedero. A pesar de la información que

podemos obtener a partir de determinar la diversidad taxonómica microbiana, es importante

contemplar el aspecto funcional. Esto contribuye a la comprensión de mecanismos moleculares y de

interacción, ya que todos estos procesos están regulados por la expresión de genes como respuesta

a señales ambientales, las cuales abarcan parámetros físicoquímicos del ambiente, señales

generadas por la misma comunidad microbiana y señales producidas por el hospedero (Braga et al.,

2016). Esta información está codificada en los genes contenidos en los genomas que se relacionan

con las características del ambiente (Ranjard y Richaume, 2001); cuando un organismo se adapta

genéticamente a un ambiente puede perder características que le permitan desarrollarse en otros

contextos (Cooper y Lenski, 2000), por lo que pueden esperarse cambios en el genoma de una

misma especie que habita diversos ecosistemas. Aunado a esto, existen taxa bacterianos

ampliamente dispersos, tanto en términos de características ambientales como en términos de

ubicación geográfica, cuya diversidad genética se encuentra pobremente estudiada y que se traduce

en una falta de información respecto a adaptaciones ambientales y locales. Uno de estos grupos

taxonómicos es Actinobacteriota, un phylum que parece ser ubicuo en suelos, independientemente de
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su ubicación geográfica y características edáficas (Delgado-Baquerizo et al., 2018; Barajas et al.,

2020). Dentro del phylum Actinobacteriota se encuentra el género Solirubrobacter, un microorganismo

que se ha detectado en suelos con distintas características fisicoquímicas y asociada a la raíz de

hospederos como pastos y tomates, además de estar entre las bacterias más abundantes en dichas

muestras (Barajas et al., 2020).

3.5. Solirubrobacter: un género bacteriano desapercibido

Solirubrobacter es un género bacteriano perteneciente al phylum Actinobacteriota, clase

Thermoleophilia, orden Solirubrobacterales y familia Solirubrobacteraceae. La primera cepa de este

género fue aislada de lombricomposta en 2003, recibió el nombre de Solirubrobacter pauli (Singleton

et al., 2003) y con ella se describió por primera vez el género: bacilos Gram positivos, aeróbicos y

mesófilos que no forman esporas ni estructuras de motilidad y su contenido de G+C es de

aproximadamente 70% (Singleton et al., 2003; Whitman et al., 2015). Solirubrobacter pauli presentó

además poca resistencia a la desecación (Singleton et al., 2003). Actualmente el género contiene a

las especies S. pauli, S, soli, S. ginsenosidimutans, S. phytolaccae y S. taibaiensis aisladas de

lombricomposta, campos de gingseng y raíces de Phytolacca acinosa (Singleton et al., 2003; Kim et

al., 2007; An et al., 2011; Wei et al., 2014; Zhang et al., 2014). A partir de ese año el número de

aislados y genomas disponibles ha incrementado de forma mínima, de manera que actualmente hay

disponibles un total de ocho genomas en las bases de datos (Tabla 1). Curiosamente, este género

someramente descrito se encuentra ampliamente distribuido y es de los más abundantes en distintos

suelos y hospederos. En un estudio previo, donde se buscó determinar el efecto de suelos

geográficamente distantes y taxonómicamente diversos sobre la estructuración del microbioma, se

reportó a Solirubrobacter como la Actinobacteriota más abundante en todas las muestras (Barajas et

al. 2020). Aunado a esto, varios estudios ambientales han detectado a este género bacteriano

mediante secuenciación del gen 16S rRNA, especialmente en suelos y rizósferas de diversos

hospederos. Se han reportado correlaciones tanto positivas como negativas con el crecimiento de

distintas plantas, lo que sugiere algún tipo de interacción entre la planta y Solirubrobacter que se ve

reflejado en el desarrollo de la planta hospedero (Yang et al., 2012; Franke-Whittle et al., 2015;

Hernández-Álvarez et al., 2022).

Tabla 1. Genomas de referencia de Solirubrobacter disponibles en NCBI. Modificado de Jara-Servín et al., 2023

b. bioRxiv.
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La premisa “Todo está en todos lados y el ambiente selecciona” considera que, debido a las

características de las comunidades microbianas, éstas son propensas a dispersarse a distintos

ambientes y, una vez que llegan a un nuevo ambiente es dicho ambiente el que filtra y selecciona qué

microorganismos pueden desarrollarse en él (Martiny et al., 2006; Lindström y Langenheder, 2012). El

uso de datos genómicos de diferentes cepas de la misma especie contribuye a responder preguntas

sobre la fisiología bacteriana, identificación de genes esenciales para el metabolismo, procesos de

patogénesis, procesos de adaptación al ambiente, patrones de dispersión y procesos evolutivos

(Tettelin et al., 2005; Fitzpatrick et al., 2020). La capacidad de éxito de estos microorganismos debe

estar contenida en los distintos genes que conforman sus genomas, definidos hasta cierto punto por

el mismo ambiente (Fondi et al., 2016). Conocer el contenido genético de éstos y su relación con

distintos factores ambientales y con su hospedero es necesario para discernir procesos evolutivos y

sus interacciones tanto con el hospedero como con otros microorganismos de comunidades

bacterianas (Fierer, 2017). Al estar presente en suelos contrastantes y en rizósferas de diversos

hospederos, el contenido génico de Solirubrobacter podría variar de acuerdo al ambiente pero

contener al mismo tiempo un arsenal genético que le permite colonizar suelos y raíces

geográficamente distantes.

3.6. Pangenomas como herramienta de genómica comparativa

La genómica comparativa es una rama de la biología que consiste en comparar las secuencias del

genoma de distintos organismos. Ésta juega un papel crucial en la descripción y clasificación de

géneros o especies bacterianas, ya que involucra desarrollar comparaciones de genomas o

secuencias de distintos organismos con el fin de identificar similitudes, diferencias y relaciones

16



evolutivas. Además, nos permite analizar la relación entre los genes codificados en el genoma de los

microorganismos y las características del ambiente del que provienen (Ranjard y Richaume, 2001).

Al principio de la era genómica se pensaba que un genoma era suficiente para representar la

diversidad genética de una especie. Sin embargo, con el paso del tiempo y con el uso de genómica

comparativa, se hizo evidente que la variación interespecie es significativa. Por esta razón, el uso de

datos genómicos de diferentes cepas de la misma especie nos permite responder preguntas sobre la

fisiología bacteriana, identificación de genes esenciales para el metabolismo, procesos de

patogénesis, procesos de adaptación al ambiente y procesos evolutivos (Tettelin et al., 2005;

Fitzpatrick et al., 2020). Una herramienta utilizada para este fin es la construcción y análisis de

pangenomas. El pangenoma es la suma de dos componentes: el genoma núcleo, que es el conjunto

total de genes que comparten todas las cepas, y el genoma accesorio, compuesto por los genes que

se encuentran en una o más cepas, así como los genes únicos de cada una de ellas. El genoma

núcleo nos permite identificar los genes que deben estar presentes para poder definir por completo a

una especie bacteriana, mientras que el genoma accesorio brinda información acerca de funciones

que no son esenciales pero que representan una ventaja selectiva, como adaptación de nicho o

resistencia a antibióticos (Tettelin et al., 2008). Una de las ventajas de realizar análisis del genoma

núcleo de un grupo particular es que se pueden revelar grupos de genes conservados dentro de un

rango taxonómico, de manera que se puedan encontrar funciones que determinen la cohesión del

grupo o que brinden ciertas características fenotípicas.

Las características del pangenoma pueden relacionarse con el estilo de vida generalista o

especialista de los microorganismos. De esta manera, especialistas que ocupan un nicho aislado,

como los endosimbiontes, presentarán un pangenoma cerrado o que tenga una capacidad baja para

obtener nuevos genes (Tettelin et al., 2005). Por el contrario, microorganismos que habitan en

ecosistemas abiertos suelen tener pangenomas abiertos que le permitan integrar los genes

necesarios para sobrevivir en un mayor número de condiciones ambientales (Bell y Bell, 2020). Sin

embargo, es importante aclarar que los pangenomas abiertos o cerrados no están estrictamente

asociados a su equivalente ambiental; en ambientes abiertos es posible también encontrar géneros

con pangenoma cerrado, tal y como sucede con especies clonales o capaces de esporular (Rouli et

al., 2014). El término especialista también se ha llegado a relacionar con el microbioma núcleo del

hospedero, bajo la idea de que el microbioma núcleo es resultado de un proceso de especialización

con respecto al hospedero (Lloyd-Price et al. 2017; Hamonts et al. 2018).

Esta distinción entre organismos generalistas y especialistas se ha empleado con el fin de identificar

aquellos organismos que son sensibles a cambios ambientales (Bell y Bell, 2020). En relación con
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eso, se ha planteado que los microorganismos generalistas suelen depender más de mecanismos de

dispersión para colonizar distintas regiones, mientras que los organismos especialistas están sujetos

a filtrado ambiental, porque tienen requerimientos ambientales que sólo pueden satisfacerse en

ambientes específicos (Pandit et al., 2009). Aún así, este filtrado ambiental también se ha identificado

en microorganismos clasificados como generalistas, revelando que los procesos de establecimiento y

prevalencia de los organismos son eventos multifactoriales (Bissett et al., 2010; Székely y

Langenheder, 2014; Custer et al., 2022).
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Existen organismos que se encuentran distribuidos en escalas geográficas amplias y que son

capaces de desarrollarse en ambientes de distintas características. Las interacciones que estos

organismos establecen contribuyen al éxito tanto en su dispersión como en su prevalencia. Explorar

estas interacciones proporciona información acerca de los factores implicados en el éxito de este tipo

de organismos y, al mismo tiempo, nos permite analizar la biodiversidad taxonómica y metabólica de

éstos.

Tanto el microbioma del pasto buffel como la genómica de Solirubrobacter se encuentran pobremente

estudiados, lo que se traduce en una falta de información respecto a su distribución y adaptaciones.

El estudio de microbiomas de raíces y contenido genético de microorganismos nos permite dilucidar

las relaciones que existen entre plantas, microorganismos y ambiente. Bajo este contexto, este

trabajo se enfoca en evaluar el papel que juegan las interacciones planta-microorganismo en dos

organismos geográficamente dispersos: el primero en la planta Pennisetum ciliare, haciendo énfasis

en la estructuración y diversidad de su microbioma de raíz, y el segundo en el género Solirubrobacter,

enfocándose en un su diversidad genética y distribución ambiental.
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5. HIPÓTESIS

Existirán interacciones planta-microorganismo que desempeñen un papel significativo en la

distribución de plantas y bacterias en escalas geográficas amplias. Estas interacciones podrán

abarcar una variedad de mecanismos, desde simbiosis mutualistas hasta dinámicas de adaptación, y

su estudio podría contribuir a comprender la estructura y diversidad de los ecosistemas a nivel

regional o incluso global.

5.1. Hipótesis particulares

● Los microorganismos reclutados en las raíces del pasto buffel estarán determinados por los

aleloquímicos de la planta y podrían contribuir al establecimiento de ésta.

● Solirubrobacter tendrá un contenido génico vasto que le permitirá desarrollarse en distintos

suelos y raíces.
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6. OBJETIVO

Identificar las interacciones planta-microorganismo que contribuyen a la dispersión y prevalencia en

escalas geográficas amplias de la planta Pennisetum ciliare y del género bacteriano Solirubrobacter.

6.1. Objetivos particulares

● Describir el microbioma rizosférico de Pennisetum ciliare.

● Evaluar cambios en el microbioma de Pennisetum ciliare bajo el efecto de exudados de raíz y

lixiviados de la parte aérea.

● Describir el microbioma asociado a las raíces del pasto Pennisetum ciliare en una escala corta

de tiempo.

● Discutir las contribuciones que el microbioma rizosférico podría proveer a Pennisetum ciliare.

● Construir un pangenoma de Solirubrobacter a partir de genomas de referencia.

● Realizar un análisis genómico comparativo de Solirubrobacter para explicar su ubicuidad.

● Evaluar la diversidad de Solirubrobacter en metagenomas ambientales.

● Reclutar nuevas proteínas de Solirubrobacter y construir un pangenoma ambiental extendido.

● Buscar genes de interacción planta-microorganismo en el pangenoma ambiental extendido.
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7. METODOLOGÍA
7.1. Microbioma rizosférico de Pennisetum ciliare

7.1.1. Colecta de semillas, suelos y cultivo bajo condiciones alelopáticas.

Las semillas de Pennisetum ciliare fueron obtenidas de cinco plantas a finales del mes de septiembre

de pastizales de buffel en Rancho Diamante (28˚ 41’ N, 110˚ 15’ W), Sonora, Mexico.

Simultáneamente se colectaron muestras de suelo para usarlo en los experimentos de jardín común.

La cubierta de las semillas se retiró y se germinaron en cajas Petri con 2% agar en una cámara de

crecimiento Biotronette (20.2L, 25ºC, 12 h de fotoperiodo, 92 μmolm-2s-1). Dos días después las

plántulas se trasplantaron a contenedores con peat moss donde crecieron por 70 días y fueron

regadas cada dos semanas con solución Hoagland. Posteriormente se trasplantaron a un sistema de

tubos PVC que contenían, en una proporción 1:1, arena sílica estéril y suelo de Rancho Damiante.

Las plantas en estos tubos fueron sometidas a uno de tres tratamientos: exudados de raíz (C),

lixiviados de la parte aérea (B) y control (A) (Figura 2). El tratamiento de exudados consistió en

exponer a las raíces del pasto buffel a los exudados de raíz de otro individuo de pasto buffel, el

tratamiento de exudados implicaba riego con una mezcla de agua y lixiviados de otro individuo buffel

y el tratamiento control se basó en riego únicamente con agua.

Figura 2. Diseño experimental. Las semillas de buffel se germinaron y transfirieron a recipientes con peat moss.

Después de 70 días se trasladaron a tubos PVC con arena sílica y suelo de Rancho Diamante en una
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proporción 1:1. Las plantas se sometieron a tres tratamientos con cuatro réplicas cada uno: (A) riego con agua

destilada estéril, (B) riego con solución de lixiviados de la parte aérea del buffel y (C) riego con agua destilada

esteril pero con exposición de las raíces del buffel a los exudados de raíz de otra planta buffel. Se tomaron

muestras a los 20 días de crecimiento de dos réplicas y a los 40 días de las dos réplicas restantes. Tomado de

Jara-Servín, 2023 a.

7.1.2. Obtención de muestras de rizósfera, procesamiento y

secuenciación del gen 16S rRNA

Se tomaron muestras de rizósfera de las plantas buffel a los 20 días (T1) y a los 40 días (T2) de haber

estado en el sistema de tubos PVC. Se obtuvo la rizósfera removiendo el suelo suelto cercano a la

raíz para posteriormente lavar y someter las raíces a sonicación en buffer 1X de PBS (137 mM NaCl;

2.7 mM KCl; 10 mM Na2HPO4; 1.8 mM KH2PO4). Los pellets se recuperaron por centrifugación por 10

min a 1,300 g usando tubos de 50 mL y fueron mantenidos a -80ªC hasta el momento de la

extracción.

La extracción de DNA se llevó a cabo con el kit para extracción de DNA Mobio PowerSoil (MoBio,

Carlsbad, CA, United States) con las siguientes modificaciones: la solución C6 se calentó a 60ºC

antes de la elución para incrementar el rendimiento de DNA y se realizaron dos rondas de elución con

30 μL en el mismo filtro. La amplificación del gen 16S rRNA se realizó por duplicado de acuerdo al

protocolo de Illumina MiSeq (Illumina 2013) con los oligonucleótidos 341F/805R (región V3–V4) y los

overhangs adaptadores 5’ (341F: 50 -CCTACGGGNGGCWGCAG-30; 805R: 50 -

ACTACHVGGGTATCTAATCC 30). La reacción de PCR se realizó utilizando 2 μL de buffer, 1.2 μL de

cada oligonucleótido (5 μM), 3 μL enhancer, 1.6 μL dNTPs (2.5 mM), 0.6 μL Mg2S04 (1.5μM), 9.2 μL

de agua grado molecular, 0.16 μL polimerasa Pfx (0.02 U/μL) (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific,

Waltham, MA) y 2 μL de DNA (volumen final de 20 μL). Las condiciones para la reacción de PCR

fueron: temperatura inicial de 96ºC por 3 min seguido de 25 ciclos de 5s a 94ºC y 30s a 68ºC. Los

productos amplificados se purificaron usando el kit SV Wizard (Promega, Madison, WI) y se

secuenciaron con Illumina MiSeq (2 × 300 paired-end) en la Unidad se Secuenciación Masiva y

Bioinformática del Instituto de Biotecnología de la UNAM.

7.1.3. Análisis de secuencias del gen 16S rRNA

Todas las librerías de amplicones pasaron por los filtros de calidad de Dada2 (v. 1.10.1) (Callahan et

al., 2016), las primeras 17 pares de bases se removieron y las secuencias se recortaron hasta una
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longitud de 250 pares de bases. Dado que las secuencias reverse no pasaron los filtros de calidad se

utilizaron únicamente las secuencias forward. Todas las secuencias se procesaron para obtener

Amplicon Sequence Variants (ASV) con Dada2 (v. 1.10.1). La asignación taxonómica se realizó con la

base de datos Silva (v. 138) (Yilmaz et al., 2014) y con FastTreeMP (Price et al., 2009) se construyó

un árbol filogenético.

La diversidad α y β se calcularon con los paquetes default de R (R Core Team, 2013) y phyloseq

(McMurdie y Holmes, 2013), ggplot2 (Wickham y Chang, 2016) y vegan (Oksanen, 2017). La

diversidad α se determinó con los índices de diversidad Shannon y Simpson, mientras que la

diversidad β se evaluó con una agrupación jerárquica y un análisis de coordenadas principales (CAP)

en una matriz de distancia de distancia UniFrac no ponderada (Lozupone y Knight, 2005). Las

agrupaciones fueron evaluadas con la función estadística ANOSIM (Clarke, 1993) y se detectaron

ASV significativamente abundantes por comparaciones entre tratamientos utilizando el paquete de R

DESeq2 (Love et al., 2014).

7.2. Genómica comparativa de Solirubrobacter

7.2.1. Obtención de genomas y análisis filogenético
En el mes de febrero de 2023 se descargaron los ocho genomas de Solirubrobacter disponibles en

NCBI y se evaluó su completitud utilizando Checkm (Parks et al., 2015) (Tabla 1). Utilizando

GET_HOMOLOGUES (Contreras-Moreira y Vinuesa, 2013) se calculó un pangenoma de las cepas de

Solirubrobacter y Streptomyces coelicolor y Bacillus subtilis como grupos externos (NCBI Accessions:

GCA_013317105.1 y GCF_000009045.1). Los genes del core se concatenaron y alinearon con

MAFFT (Katoh, 2002) para posteriormente construir una filogenia de máxima verosimilitud con 1,000

bootstraps. Con base en el criterio de información de Akaike el modelo evolutivo que se utilizó fue LG

(Le y Gascuel, 2008). Simultáneamente, se calculó el Genome Similarity Score (GSS)

(Moreno-Hagelsieb et al., 2013) por comparaciones pareadas y se construyó un dendrograma. Con

base en los resultados obtenidos se retuvieron siete de los ocho genomas de referencia anotados

como Solirubrobacter.
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7.2.2. Diversidad y redes de co-ocurrencia de Solirubrobacter usando el

gen 16S rRNA

Los OTUs correspondientes a Solirubroabcter de suelos, rizósferas y endósferas de México (NCBI

Bioproject PRJNA603603) se extrajeron (3,166 de un total de 255,275 OTUs) y, junto son los siete

genes 16S de las referencias (extraídos usando barrnap v. 0.7) se construyó un árbol filogenético

usando FastTreeMP después de alinear con SSU-align (Nawrocki y Eddy, 2013). La red de

co-ocurrencia se calculó con la librería igraph (Csardi y Nepusz, 2006) de R utilizando el conjunto de

OTUs completo de México (255,275 OTUs) y colapsando a 1,748 géneros distintos. La red se

visualizó y analizó con Gephi (v. 0.10) (Bastian et al., 2009).

7.2.3. Construcción y análisis del pangenoma de Solirubrobacter

Los genomas de referencia de Solirubrobacter se anotaron usando Prokka (v. 1.12) (Seeman, 2014)

para obtener archivos gff3 que sirvieron de entrada para construir un pangenoma con Roary (Page et

al., 2015). Con los archivos de salida se construyó un UpSet para visualizar la distribución de los

genes núcleo, accesorio y únicos y se anotaron las secuencias utilizando las bases de datos Clusters

of Orthologous Groups (COG) (Galperin et al., 2015) y Kyoto Encyclopaedia of Genes and Genomes

(KEGG) (Kanehisa et al., 2016). Con la anotación de COG se construyó un mapa de calor usando los

paquetes de R phyloseq, ggplot2 y gplots (Warnes et al., 2016) y haciendo un cluster jerárquico con

una matriz de distancia de Bray-Curtis (Bray y Curtis, 1957).

Los aislados de Solirubrobacter se han reportado como no mótiles. Sin embargo, tras el análisis del

perfil funcional obtenido se identificaron proteínas relacionadas con la biosíntesis de flagelo por lo que

se decidió ahondar en este proceso. Se construyó un mapa de presencia-ausencia incluyendo las

proteínas relacionadas con biosíntesis de flagelo presentes en Conexibacter woesi y Patulibacter

minatonensis (Accession number: GCA_013317105.1 y ASM51932v1, respectivamente), ya que

ambas son Actinobacteria flageladas.

7.2.4. Reclutamiento de secuencias de Solirubrobacter de metagenomas

ambientales

Se seleccionaron 36 metagenomas de suelos y rizósferas de distintas ubicaciones geográficas. De

éstos, 16 son metagenomas de suelos y rizósferas de México (NCBI Bioproject PRJNA603603),

mientras que el resto fueron seleccionados si cumplían los siguientes requisitos: estar

geográficamente distanciados de los metagenomas mexicanos y, en el caso de los suelos, provenir
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de suelos agrícolas o, en el caso de las rizósferas, provenir de un hospedero distinto a los

hospederos mexicanos. Como control se obtuvieron también metagenomas de sedimentos marinos,

filósferas de distintas plantas y lagos. La información de todos los metagenomas usados se encuentra

en la Tabla 2.

Utilizando tBLASTn (Altschul et al., 1990) se identificaron en los metagenomas todos los reads de

Solirubrobacter y se sometieron a un análisis de calidad usando Trimmomatic (Bolger et al., 2014). A

continuación, se utilizó el pangenoma para reclutar los reads de Solirubrobacter y obtener el

porcentaje de identidad utilizando Promer (Delcher, 2002) y el script promer_deid.py para generar

gráficos de porcentaje de identidad. Debido a la diferencia en cuanto a secuencias reclutadas, se

decidió continuar únicamente con los metagenomas de suelos y rizósferas de México para la

construcción del pangenoma ambiental extendido (EEP, por sus siglas en inglés Environmental

Extended Pangenome).

Tabla 2. Metagenomas usados en este estudio. Tomado de Jara-Servín et al., 2023 b. bioRxiv.
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7.2.5. Ensamblado de metagenomas de suelos y rizósferas mexicanos

Los 16 metagenomas de suelos y rizósferas de México del Bioproject PRJNA603603 en NCBI se

sometieron a un control de calidad usando Trimmomatic. Para las secuencias retenidas de rizósferas

se hizo un filtrado contra hospedero (Solanum lycopersicum para las muestras 18 a 22 y Arabidopsis

thaliana para las muestras 13 a 17) utilizando Bowtie2 (Langmead y Salzberg, 2012). Las librerías

metagenómicas se ensamblaron usando un ensamble híbrido que consistió en un primer ensamblado

con SPADES (Nurk et al., 2017) y un segundo con Velvet (Zerbino y Birney, 2008). Los contigs de
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ambos ensambles se unieron y se retuvieron únicamente aquellos de 100 pares de bases o más.

Estos contigs se utilizaron para la construcción del EEP.

7.2.6. Construcción del Pangenoma Ambiental Extendido de

Solirubrobacter

La estrategia empleada para construir el EEP está esquematizada en la Figura 3. Utilizando Bbmap

(Bushnell, 2014) se buscaron las secuencias del pangenoma de referencia en los contigs de los

metagenomas ensamblados. Todos los contigs que contenían secuencias del pangenoma de

referencia se extrajeron y las proteínas codificadas alrededor de la secuencia identificada del

pangenoma se consideraron potenciales proteínas nuevas para el género Solirubrobacter. Se realizó

un segundo filtrado utilizando BLASTx (Gish y States, 1993) y al pangenoma de referencia como base

de datos para la búsqueda y se determinó un valor de e mínimo de 1e-5. Posteriormente se usó

Prodigal (Hyatt et al., 2010) para predecir ORFs y proteínas codificantes. Todas las secuencias se

concatenaron y se analizaron con CD-HIT (Li y Godzik, 2006) para obtener el EEP conformado por

las secuencias del pangenoma de referencia y las secuencias identificadas como posibles nuevas

proteínas de Solirubrobacter. Al igual que con el pangenoma de referencia, el EEP se anotó utilizando

COG y KEGG.

Figura 3. Estrategia seguida para construir el pangenoma ambiental extendido. El pangenoma de referencia

(círculo amarillo interno) se busca en los contigs de metagenomas ambientales previamente ensamblados

(secuencias rojas). Aquellos contigs que contienen la secuencia de algún gen de referencia y un gen contiguo
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(estrellas) se consideraron como secuencias potencialmente nuevas para el género Solirubrobacter. Estos

contigs se reclutaron y se fusionaron el pangenoma de referencia para obtener el pangenoma ambiental

extendido (círculo rojo y amarillo externo).

7.2.7. Análisis del Pangenoma Ambiental Extendido de Solirubrobacter

Se construyó un perfil funcional con aquellas secuencias que se anotaron en el COG utilizando las

mismas funciones que se emplearon para el perfil funcional del pangenoma de referencia. Además,

se analizaron las diferencias entre las muestras mediante un Análisis de Coordenadas Principales

(PcoA, por sus siglas en inglés Principal Coordinate Analysis) (Gower, 2015) y una matriz de

disimilitud de Bray-Curtis. Los agrupamientos resultantes se evaluaron con la prueba estadística de

ANOSIM. Por otro lado, se usó el archivo de salida de CD-HIT para construir una matriz de conteos y

determinar familias génicas y, junto con los resultados de anotación funcional, determinar a qué

funciones están asociadas las familias génicas presentes en Solirubroabcter.

Finalmente, se realizó en las secuencias del EEP una búsqueda manual de proteínas relacionadas

con la interacción planta-microorganismo. Asimismo, se recurrió a Modelos Ocultos de Markov (HMM)

de proteínas de este tipo de interacciones identificadas en Actinobacterias. Esta búsqueda se realizó

con HMMER (v. 3.3.2) (Mistry et al., 2013) y se emplearon los genomas de Streptomyces coelicolor y

Streptomyces griseus (Accession number: GCA_013317105.1 y ASM1060v1, respectivamente) como

control positivo.
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8. RESULTADOS
8.1. CAPÍTULO I: Microbioma de raíz y su posible rol en el desarrollo del

pasto Pennisetum ciliare

El microbioma de raíz de una planta juega un papel importante en el establecimiento y desarrollo de

ésta. Conocer qué microorganismos se adaptan a la rizósfera y cómo benefician a la planta nos

permite desarrollar herramientas que promuevan o mermen el crecimiento de ésta. Bajo este

contexto, conocer el microbioma rizosférico de plantas invasoras que desplazan a plantas nativas y

alteran los ecosistemas es de suma importancia para entender los mecanismos de invasión y

fomentar planes de acción para su control. En esta sección del trabajo se exploró el microbioma de

raíz del pasto buffel, buscando determinar qué microorganismos se asocian a sus raíces, cómo

cambia la estructura de la comunidad ante la exposición a compuestos aleloquímicos y las posibles

interacciones entre los microorganismos y la planta.

A partir del análisis de las muestras logramos obtener el primer perfil taxonómico del microbioma

rizosférico del pasto buffel conformado por un total de 2,164 ASVs. Este perfil resultó dominado por el

phylum Actinobacteria, Proteobacteria y Acidobacteria, mientras que los géneros más abundantes

fueron RB41, Geodermatophilus, Gemmatirosa, Pseudonocardia, Krasilnikovia, Microvirga,

Solirubrobacter, Gaiella y Angustibacter. Identificamos un total de 30 géneros conformando el core del

pasto buffel (presente en al menos 90% de las muestras), y cepas de varios de estos géneros se han

reportado como capaces de sintetizar vitaminas, antibióticos y otros compuestos que podrían ayudar

al establecimiento de la planta. Ciertos géneros, tales como Planctomicrobium y Aurantimonas,

resultaron estadísticamente sobrerrepresentados dependiendo del tratamiento, demostrando que los

compuestos aleloquímicos que produce el buffel influyen en la estructuración del microbioma. Aunado

a esto, identificamos géneros capaces de metabolizar los mismos aleloquímicos que sintetiza el buffel

(Planctomicrobium, Aurantimonas, Saccharothrix y Tellurimicrobium). Sin embargo, de acuerdo al

ordenamiento construido, el factor más influyente resultó ser el tiempo en el que se tomaron las

muestras (R: 0.2258; p = 0.0423, 9,999 permutaciones), es decir, el desarrollo de la planta. De

acuerdo con esto, los resultados del análisis de DESeq2 identificaron géneros estadísticamente más

abundantes en el T1 (Nodosilinea_PCC-7104, Oceanibaculum, Pedobacter y Flavitalea) y en el T2

(Ohtaekwangia, IS-44, Phytohabitans y Saccharothrix).

Estos resultados fueron publicados en la revista PLoS ONE (2023) y constituyen el artículo requisito.

Para más detalles sobre el trabajo, se incluye a continuación la publicación de manera íntegra.
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8.2. CAPÍTULO II: Diversidad ambiental y genómica comparativa de la
bacteria Solirubrobacter

Considerando que Solirubrobacter es un género bacteriano presente en suelos contrastantes y en

rizósferas de diversos hospederos, es probable que su genoma varíe de acuerdo al ambiente donde

se encuentra pero que al mismo tiempo contenga un arsenal génico capaz de permitirle dispersarse a

escalas geográficas amplias. Solirubrobacter nos permite hacer esta evaluación al estar presente en

una gran variedad de suelos con distintas características y asociada a diversos hospederos de

plantas, ambas en distintas locaciones geográficas. Esta sección se enfoca en realizar un análisis

genómico comparativo de este género bacteriano.

Utilizando los genomas disponibles en bases de datos se realizó un análisis filogenético que nos

permitió excluir uno de los ocho genomas, ya que no pertenece realmente al género Solirubrobacter:

en la filogenia del gen 16S rRNA, en la filogenia del core y en el dendrograma generado con el

análisis del GSS el genoma de ASM999324v1 se agrupa aparte del resto de Solirubrobacter,

agrupándose incluso con los grupos externos Bacillus subtitlis y Streptomyces coelicolor. Utilizando

los siete genomas que sí pertenecen al género se construyó un pangenoma conformado por 19,645

familias de proteínas, 2,644 de cuales conformaron el genoma núcleo del género. La adición

secuencial de genomas incrementó continuamente el número nuevo de genes, indicando que el

pangenoma de Solirubrobacter es un pangenoma abierto. Usando este pangenoma reclutamos

secuencias de metagenomas de suelos y rizósferas, lo que nos permitió no solo determinar la

presencia de las siete Solirubrobater de referencia sino también la posible existencia de nuevas

cepas de esta bacteria. Este resultado se mantuvo para todos los metagenomas de rizósferas de

distintas plantas y de distintas ubicaciones geográficas. La abundancia de secuencias reclutadas

varió entre muestras de rizósfera, indicando que el hospedero y el ambiente que se genera en sus

raíces influyen en las características genómicas de las cepas de Solirubrobacter presentes en estas

muestras ambientales. Por el contrario, la presencia de Solirubrobacter en metagenomas de suelos

fue dispar dependiendo de la proveniencia geográfica de la muestra. Los reclutamientos de suelos

mexicanos presentaron un perfil similar al de las rizósferas, pero aquellos metagenomas de suelos

canadienses, colombianos y estadounidenses mostraron una clara ausencia de este género. El suelo

Canada_1 fue el único de los suelos no mexicanos que reclutó una cantidad considerable de

secuencias del genoma núcleo pero menos de la mitad del genoma accesorio.

El pangenoma de referencia se anotó utilizando la base de datos de proteínas Clusters of

Orthologous Groups (COGs) para obtener un perfil funcional y de familias génicas. Las categorías
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más abundantes en el pangenoma fueron S (desconocido; 18.19%), K (transcripción; 11.53%), T

(transducción; 6.44%), E (aminoácidos; 6.29%) y G (carbohidratos; 5.94%), mientras que en genoma

núcleo las más abundantes fueron S (desconocido; 15.61%), E (aminoácidos; 8.01%), K

(transcripción; 7.47%), C (energía; 6.81%), NA(-)(6.07%), J (ribosomal; 5.86%) y G (carbohidratos;

5.24%). Dentro de las proteínas identificadas en el pangenoma núcleo se encuentran proteínas de la

familia ROK, involucradas en el metabolismo de carbohidratos (Bekiesch et al., 2016), y dominios de

cupinas, asociadas a adquisición de nutrientes (Khuri et al., 2001). Se identificaron 25 factores sigma

diferentes y diversos mecanismos de defensa, como los genes drrA y drrB, transportadores de la

micotoxina tricoteceno, sistemas de toxina antitoxina, dioxigenasas para la degradación de

compuestos aromáticos, bombas para arsénico, los genes del operón uvrABC, metiltransferasas,

entre otros. Únicamente el 13.7% de las proteínas involucradas en metabolismo secundario se

encontraron en el pangenoma, el restante 86.21% se detectaron en el genoma accesorio.

La expansión del genoma como consecuencia de familias génicas asociadas a ciertas funciones nos

permite determinar a qué funciones está destinada una mayor porción del genoma de este género.

Las familias más grandes detectadas están compuestas por 22 genes duplicados y pertenecen a la

categoría de sensado ambiental, particularmente asociadas al regulón Lux, a una

integrasa/transposasa/recombinasas tipo DDE y a flagelina, esta última conformada por 9 genes. El

análisis enfocado en las proteínas de biosíntesis de flagelo reveló que en Solirubroabcter están

presentes únicamente el 33.3% de las proteínas presentes en Conexibacter y Patulibacter. Algunas

proteínas esenciales están ausentes, como MotB que forma parte del estator y FliQPR que conforman

el sistema de secreción de flagelina para la construcción del flagelo. Solirubrobacter soli es la única

de las siete cepas que contiene las secuencias de MotB y FliR en su genoma.

Con el EEP logramos identificar 9,906 proteínas potencialmente nuevas para Solirubroabcter. Con la

anotación del EEP en la base de datos COG obtuvimos un perfil funcional donde algunas de las

categorías incrementan su abundancia gracias a las proteínas reclutadas de los metagenomas. Esto,

además de permitirnos expandir la descripción del género, nos ofrece nueva información acerca de

adaptaciones locales de Solirubrobacter en cada ambiente. En el ordenamiento construido utilizando

las muestras metagenómicas se forman dos agrupamientos, uno con todas las referencias y algunos

metagenomas y otro únicamente con metagenomas, sugiriendo la existencia de nuevas cepas de

Solirubroabcter. Por otro lado, la búsqueda de genes de interacción planta-microorganismo en el EEP

con los HMM resultó en un total de 11 hits positivos, mientras que en los controles positivos se

obtuvieron 173 hits. El análisis de la red de co-ocurrencia resultó en un valor de grado de

conectividad de 97 (𝛍=40.08) para Solirubrobacter, mientras que el promedio de la red fue de 40.08.
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La centralidad de intermediación fue bajo, con un valor de 0.003 mientras que la centralidad de

cercanía fue de 0.376, mientras que el promedio para toda la red fue de 0.020.

El preprint de este trabajo se muestra a continuación y puede ser consultado en la dirección

https://doi.org/10.1101/2023.10.31.564804. Actualmente el manuscrito se encuentra bajo revisión y en

espera de ser publicado.
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9. DISCUSIÓN

El establecimiento de organismos en un ambiente específico es un proceso que se ve influenciado

por interacciones con el ambiente y con otros organismos. En el caso del pasto buffel, otras

características tales como su germinación, crecimiento, capacidad de rebrote, tamaño radicular y uso

de la alelopatía eran ya conocidas (Hussain et al., 1982; Marshall et al., 2012; Lyons et al., 2013). En

este trabajo reportamos la estructura y diversidad de su microbioma de raíz, una comunidad de

microorganismos con la que interactúa el buffel y que no había sido previamente descrita.

El microbioma de raíz contribuye al establecimiento y desarrollo de plantas invasoras cuando éstas

son introducidas a un nuevo ambiente (Trognitz et al., 2016; Kamutando et al., 2019). La selección y

reclutamiento de microorganismos específicos por parte de la planta le permite a ésta establecer

interacciones que le proporcionen ventajas ante el resto de organismos. En el microbioma núcleo del

buffel identificamos a los géneros Bradyrhizobium, Geodermatophilus, Pseudonocardia,

Micromonospora, Crosiella, Amycolatopsis y Kribbela, cepas de los cuales se han reportado con el

potencial de sintetizar vitaminas, antimicrobianos y antibióticos (Wardle et al., 1994; Gao et al., 2014;

Boumehira et al., 2016; Tanvir et al., 2016; Gonzalez-Pimentel et al., 2022; Gong et al., 2021). Los

géneros Sphingomonas y Nitrospira son conocidos por promover el crecimiento de la planta y por

reducir amonio a nitrato, respectivamente (Khan et al., 2014; Gornish et al., 2020). Dentro de las

bacterias identificadas en el microbioma se encuentra el género Saccharothrix, previamente reportado

como capaz de sintetizar compuestos fenólicos (Li et al., 2010), pudiendo reforzar el potencial

alelopático del buffel. Tomando esto en consideración, estos microorganismos podrían contribuir al

establecimiento del buffel, supliendo nutrientes, hormonas y defensa durante su desarrollo.

El patrón de exudados de raíz varía con el crecimiento de la planta, provocando cambios en las

comunidades microbianas que se asocian a las raíces (O’Brien et al., 2018; Tkacz et al., 2020). Esto

concuerda con nuestros resultados: identificamos ocho géneros significativamente

sobrerrepresentados en los distintos tiempos evaluados. De estos cuatro, incrementos en la

abundancia de Pedobacter y Oceanibaculum ya se han reportado en plantas en un estado intermedio

de crecimiento (Wang et al., 2019). De manera similar, Ohtaekwangia, sobrerrepresentado en el

segundo tiempo, incrementa su abundancia en plantas más viejas (Li et al., 2014).

La identificación tanto a nivel taxonómico como a nivel funcional depende de la comparación de las

secuencias obtenidas contra bases de datos confiables (Robinson et al., 2021). Estas bases de datos

requieren ser revisadas periódicamente con el fin de mantenerlas actualizadas. El genoma
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ASM999324v1 se encontraba anotado como Solirubrobacter sp. y fue sometido recientemente (Probst

et al., 2018) pero considerando los análisis filogenómicos de este trabajo resulta que el genoma no

pertenece al género en cuestión. Es por esto que a pesar de los esfuerzos que se realizan para curar

las bases de datos y mantenerlas actualizadas, es necesario corroborar, en la medida de lo posible,

que las secuencias y asignaciones realizadas sean correctas para evitar ejecutar análisis con

información errónea.

Dentro del microbioma del buffel se identificó al género Solirubrobacter, que se ha asociado a muchas

especies distintas de plantas y a un rango taxonómico amplio de suelos (Barajas et al., 2020). A partir

de nuestros resultados parece que la capacidad de desarrollarse en ambientes de características

diversas está dada en gran medida por su contenido génico, que le permite metabolizar distintos

carbohidratos, interpretar señales ambientales y resistir diferentes tipos de estrés ambiental. La

facultad de utilizar múltiples carbohidratos le confiere a Solirubrobacter flexibilidad en cuanto a los

ambientes en los que se puede desarrollar, ya que su metabolismo no está limitado a ciertos

compuestos. Dentro del genoma núcleo de las referencias de Solirubrobacter se identificaron

secuencias que además le proveen de mecanismos de defensa y tolerancia a estrés ambiental, tales

como los genes drrA y drrB para resistencia a daunorrubicina, transportadores de micotoxinas y

solutos compatibles y el operón uvrABC para reparación de DNA. En las mismas cepas de

Solirubrobacter utilizadas en este estudio también se ha reportado resistencia a otros tipos de estrés

ambiental, como resistencia a estrés osmótico, y la biosíntesis de algunos antimicrobianos, como

acromicina A (Jiang et al., 2023). A través de una búsqueda manual de la anotación del pangenoma

se identificaron las enzimas feruloil esterasa y la 4-cumarato—CoA ligasa, involucradas con el

metabolismo de ácidos fenólicos como los que se han reportado en las raíces del pasto buffel

(Hussain et al., 2011). Por otro lado, la presencia de familias génicas de hasta 22 genes relacionados

con el regulón Lux sugiere que Solirubrobacter cuenta con distintos mecanismos de respuesta ante

diversos estímulos ambientales. En el caso particular de las Actinobacteria el regulón Lux se ha

vinculado a biosíntesis de metabolitos secundarios (Li et al., 2022). Sorprendentemente, junto con

varias proteínas involucradas en biosíntesis del flagelo, se detectaron familias génicas grandes

destinadas a la síntesis de flagelina, a pesar de que todos los aislados disponibles de este género se

han reportado como no mótiles. La presencia de estos genes podrían ser remanentes de un flagelo

que Solirubrobacter solía tener y ha ido perdiendo gradualmente conforme pasa el tiempo, aunque

estas proteínas también podrían formar parte de otro tipo de estructura similar que aún no se

determina. Un caso especial es el de S. soli, que parece tener la mayoría de las proteínas presentes

en las Actinobacterias utilizadas como control. Es posible que durante su caracterización fisiológica

no se haya evaluado su motilidad bajo las condiciones apropiadas para que S. soli sintetizara un
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flagelo. Es probable que al incluir genomas nuevos en este análisis genómico comparativo se logre

ahondar más en las posibles funciones de este conjunto de proteínas.

Los reclutamientos de metagenomas nos permitieron evaluar la diversidad ambiental de

Solirubrobacter. En los metagenomas de rizósfera se recuperó pŕacticamente completo el pangenoma

de referencia y las variaciones en porcentaje de identidad de las secuencias sugieren la presencia de

nuevas cepas. Esto se mantuvo de manera constante en todas las rizósferas, mientras que en los

suelos hubo variaciones dependiendo del origen geográfico del metagenoma, siendo mucho más

prevalentes las cepas de Solirubrobacter en suelos mexicanos. Estas variaciones en los suelos

podrían deberse a factores regionales abióticos, cobertura vegetal o incluso a factores históricos

como los procesos de pedogénesis (Sánchez-Marañón et al., 2017). Contrariamente a lo que sucede

en suelos, Solirubrobacter parece asociarse a las rizósferas de todas las plantas evaluadas,

independientemente de la ubicación geográfica y de la especie de planta. La capacidad de asociarse

a un amplio rango de plantas ya se ha reportado en otros taxa bacterianos (Fierer, 2017). A pesar de

estar presente en todas las rizósferas analizadas parece haber un efecto del hospedero, ya que en

algunas plantas como los pastos fue mayor el número de secuencias reclutadas en comparación con

las rizósferas de tomate. Esto concuerda con reportes previos, en los que se observó que el genotipo

de la planta puede jugar un papel más importante que el del suelo para la estructuración de

comunidades microbianas (Lundberg et al., 2012). Incluso se han reportado diferencias en las

comunidades de raíz dependiendo de si la planta hospedero es salvaje o es una planta domesticada

(Barajas et al., 2020).

Curiosamente, la cantidad de genes involucrados con procesos de interacción planta-microorganismo

identificados en el EEP, tanto de forma manual como a través de los HMM, parece indicar que

Solirubrobacter no interactúa directamente con la planta a pesar de preferir estar inmersa en las

comunidades rizosféricas. Sin embargo, se ha reportado la identificación de la vía de síntesis de

ácido-3-indol acético en las mismas siete cepas de Solirubrobacter utilizadas en este estudio (Jiang et

al., 2023), por lo que su potencial de interacción con plantas debe continuar evaluándose. Para

evaluar su interacción con el resto de la comunidad microbiana realizamos un análisis de red de

co-ocurrencia, donde Solirubrobacter resultó presentar un alto grado de conectividad (97) en

comparación con el promedio de la red (40.08). Esto indica que Solirubrobacter es co-ocurrente con

97 géneros bacterianos presentes en la comunidad, sugiriendo que podría interpretar un papel central

en la estructuración y funcionamiento de la comunidad. Uno de los géneros con los que

Solirubrobacter co-ocurre de acuerdo a la red es Gemmata, microorganismo que también se

encuentra conformando el microbioma núcleo del buffel. Si una especie se adapta a la presencia y

cualidades de otra, las interacciones que se dan entre ellos llegarían a incentivar procesos de
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co-evolución (Barraclough, 2015), por lo que evaluar las posibles interacciones entre Gemmata y

Solirubroabcter podría considerarse para estudios futuros.

Finalmente, el bajo número de secuencias reclutadas de los metagenomas de sedimentos marinos,

filósferas y lagos sugiere que Solirubrobacter es una bacteria asociada a suelos y rizósferas. No

obstante, la presencia y abundancia de este género ha sido reportada en otros otros entornos, como

el microbioma de las hormigas Trachymyrmex septentrionalis (Ishak et al., 2011), por lo que el rango

de ambientes en los que puede desenvolverse Solirubrobacter debe explorarse con más detalle.

Aquellos géneros presentes en ambientes heterogéneos resultan ser propensos a desarrollar

fenotipos que se adapten más fácilmente a cambios ambientales (Büchi y Vuilleumier 2014), así como

adquirir nuevas funciones por procesos de transferencia horizontal al estar en contacto con una

mayor diversidad de microorganismos (Bell y Bell, 2020). Esto podría explicar en cierta medida la

ubicuidad y distribución de Solirubrobacter, aunque es necesario recalcar que la caracterización

fisiológica y la secuenciación de genomas de nuevas cepas obtenidas de ambientes contrastantes es

necesaria para poder ampliar el potencial funcional de este género bacteriano.

Solirubrobacter no solo está presente en el microbioma del buffel, sino que forma parte del

microbioma núcleo de este pasto. Todos los géneros bacterianos que se identifican como microbioma

núcleo de un hospedero podrían estar adaptados a la planta, considerándose especialistas del

ambiente generado por la misma (Barraclough, 2015; Bell y Bell, 2020). Sin embargo, Solirubroabcter

no se ha reportado únicamente asociada a Pennisetum ciliare, sino que tiene la capacidad de

asociarse con distintas plantas que van desde pastos como Poaceae, Asteraceae y Fagales, hasta

plantas de cultivo, como tomate, frijol y cítricos. Todos los metagenomas de suelos mexicanos que se

utilizaron para este estudio son de diferentes tipos de acuerdo a la clasificación taxonómica de suelos

de la FAO (IUSS, 2015) y esto implica que las características fisicoquímicas de cada uno de los

suelos sean contrastantes entre sí. Bajo este contexto e independientemente de su presencia en el

microbioma núcleo del pasto buffel, Solirubrobacter podría considerarse generalista por su presencia

en suelos y raíces con características y genotipos variables entre sí, además de contener el potencial

genético para tolerar diferentes tipos de estrés ambiental y la capacidad de explotar distintos recursos

energéticos. Es importante mencionar que estas características no impiden que Solirubroabcter tenga

un contenido génico distinto en cada uno de los diversos ambientes en los que se desenvuelve. Esto

se ve reflejado en las proteínas que se reclutaron de cada uno de los metagenomas y que no

necesariamente están presentes en el resto de las muestras, indicando que el genoma accesorio de

la cepa de Solirubroabcter presente en una muestra particular le permiten a esta cepa interactuar y
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desarrollarse en las condiciones creadas por el hospedero o suelo al que pertenece la muestra de

metagenoma.
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10. CONCLUSIONES

A través de los análisis y resultados obtenidos en este trabajo se pudieron identificar interacciones y

elementos genéticos que contribuyen al establecimiento y prevalencia de la planta Pennisetum ciliare

y del género bacteriano Solirubrobacter.

Hay un efecto de selección del buffel sobre el microbioma de suelo que se refleja en la composición

del microbioma de raíz que difiere de la composición del microbioma de suelo. El factor que más

influyó en la estructuración del microbioma rizosférico fue el tiempo, relacionado con el desarrollo de

la planta buffel. Acorde con esto, identificamos distintos géneros bacterianos más abundantes en

cada uno de los periodos evaluados. Curiosamente, los aleloquímicos del buffel no influyeron

significativamente en la estructuración del microbioma de raíz, a pesar de que logramos identificar

microorganismos significativamente más abundantes en presencia de exudados y lixiviados del buffel.

La estructura y diversidad del microbioma de raíz del pasto buffel contiene géneros bacterianos

potencialmente capaces de sintetizar compuestos como vitaminas, compuestos promotores de

crecimiento, antibióticos y antifúngicos que estimulan el desarrollo y la prevalencia del buffel en los

distintos ambientes en los que se dispersa, permitiendo que se expanda de manera exitosa.

Solirubrobacter, un género bacteriano ubicuo en ambientes de rizósfera y en suelos, encierra un

potencial metabólico amplio, tanto para uso de carbohidratos como para tolerar estrés ambiental. Las

familias génicas más grandes identificadas en los genomas corresponden a funciones de

transducción de señales, revelando que la capacidad de sensar e interpretar estímulos ambientales

de particular importancia para este género, considerando que las cepas identificadas hasta el

momento no tienen la capacidad de desplazarse mediante flagelos. Identificamos una gran diversidad

ambiental de Solirubrobacter, tanto a nivel de cepas como a nivel funcional, evidenciando la gran

cantidad de información sobre el género que permanece aún inexplorada. Su distribución geográfica

parece estar influenciada por factores regionales, siendo más prevalente en suelos mexicanos que en

otros suelos evaluados a escala continental. En cambio, su presencia en ambientes de rizósfera es

ubicua y las variaciones detectables en cuanto a abundancia y diversidad parecen no depender de la

ubicación geográfica sino del tipo de hospedero. Paradójicamente, Solirubrobacter parece no

interactuar directamente con la planta sino con los microorganismos que forman parte del microbioma

de raíz.

A través de la construcción de un pangenoma ambiental extendido identificamos funciones presentes

en condiciones ambientales particulares. Es decir, que su presencia en suelos y raíces,
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independientemente de la distancia geográfica, conlleva a que su contenido genético esté adaptado a

las características particulares de cada nicho que habita. Sin embargo, considerando su amplia

distribución geográfica y su prevalencia en rizósferas y en suelos contrastantes entre sí consideramos

que Solirubroabcter es un microorganismo generalista. Los esfuerzos futuros por incrementar el

número disponible de genomas permitirán ahondar más en la descripción del género y el rol que

juega en los ambientes que habita.

Conocer los mecanismos y características que un organismo requiere para dispersarse, sobrevivir y

reproducirse en un ambiente determinado contribuye a nuestra comprensión del funcionamiento de

los ecosistemas. El papel que desempeña el microbioma de raíz con respecto a las plantas invasoras

nos permitiría proponer estrategias de control que reduzcan las ventajas competitivas que tienen este

tipo de plantas. De manera similar, conocer el contenido génico de los microorganismos nos ayuda a

inferir el tipo de ambientes en el que cada microorganismo se desenvuelve de manera exitosa. El

estudio de estas interacciones ecológicas podría finalmente contribuir a la comprensión de los

procesos microbianos que se llevan a cabo en el suelo, así como al establecimiento y desarrollo de

plantas.
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11. PERSPECTIVAS

Este trabajo logró hacer una aportación sólida para solventar la falta de información acerca del

microbioma de raíz de Pennisetum ciliare y del contenido genético y de las características de

Solirubrobacter como género bacteriano. Sin embargo, aún existen numerosas áreas de estudio

pendientes que requieren investigación adicional.

La caracterización de los aleloquímicos que sintetiza y secreta el buffel a través de la raíz, así como

aquellos que acumula en la parte aérea y que se lixivian con la lluvia, no se ha evaluado a detalle, por

lo que sería necesario identificar su naturaleza química y su concentración para poder determinar de

manera más específica el efecto de dichos compuestos sobre el microbioma rizosférico. De igual

modo, la secuenciación de un metagenoma total del microbioma del pasto buffel contribuirá a

describir las funciones contenidas en los microorganismos que se asocian al buffel, expandiendo así

la información respecto a las interacciones plantas microorganismo que en este caso se mantuvieron

limitadas a inferencias metabólicas a partir de estudios de cepas de los géneros identificados.

Con respecto a Solirubrobacter también hay múltiples aspectos que demandan un análisis más

exhaustivo. La ubicuidad de Solirubrobacter y el escaso número de aislados y genomas disponibles

en las bases de datos reflejan la necesidad de aislar cepas de diferentes regiones geográficas. La

caracterización fisiológica de estas cepas y análisis genómicos podrá contribuir a identificar cepas

nuevas que nos permitan entender mejor el rol que juega esta bacteria en los ambientes en los que

se desarrolla. Asimismo, estudiar la relación entre el contenido génico de Solirubrobacter y las

características fisicoquímicas de suelos mostrará de manera más íntegra las adaptaciones al

ambiente de esta bacteria. Los metagenomas de suelos mexicanos fueron analizados

fisicoquímicamente al momento de la toma de muestra, por lo que el análisis que se propone podría

iniciarse. Determinar la abundancia de elementos móviles podría reflejar la capacidad de adaptación

a distintos ambientes, así como su potencial para interactuar con otros microorganismos. De igual

manera, la construcción de genomas de Solirubrobacter a partir de los metagenomas con suficiente

profundidad de secuenciación podría brindar información nueva respecto al potencial genético.

Finalmente, tomando en cuenta que Solirubrobacter se ha identificado asociada a insectos,

consideramos que sería conveniente evaluar su presencia en ambientes distintos a los ya

examinados en este trabajo.
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13. ANEXOS

Los protocolos y métodos bioinformáticos utilizados para este trabajo de tesis están disponibles en las

siguientes ligas:

https://github.com/genomica-fciencias- unam/buffelgrass

https://github.com/genomica-fciencias-unam/Solirubrobacter
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