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RESUMEN 
 

La bacteria Azospirillum brasilense ha sido estudiada por asociarse a la estimulación de crecimiento de plantas por producción de 
auxinas, especialmente del ácido indol acético, además de la fijación biológica de nitrógeno. El análisis de genomas se emplea 
para generar una matriz de huella genómica y con ellos construir un árbol para distinguir las diferencias entre especies de este 
género. El presente análisis se realizó con el método de la huella genómica virtual empleando el programa VAMPhyRE. Se 
diseñaron sondas para detectar 19 nucleótidos y con los resultados obtenidos se generó una matriz de huella genómica a partir de 
la cual se construyó un árbol genómico de mínima evolución el cual reveló las relaciones filogenómicas entre las especies del  
género resaltando que la especie A brasilense está separada en un clado perfectamente diferenciado de las otras especies del 
grupo. Así mismo, el análisis permitió detectar que el genoma de A brasilense este compuesto de 19.284 genes, equivalentes a 16 % 

de los genes anotados y conforman el core genome de las cepas analizadas. El 27 % son genes medianamente conservados. Esta 
es una evidencia de la gran variabilidad genómica de la especie. Además, se generó un gráfico del genoma de la especie. Además, 
empleando el programa PROKKA y el método de huella genómica virtual se creó una matriz de distancias que generó un árbol 
filogenómico de mínima evolución, sin raíz, en forma radial mostrando que todas las cepas de A brasilense están alojadas en un 
mismo clado y separadas de las otras especies de este género. 
Palabras clave adicionales: Análisis bioinformático, análisis de genomas, árbol filogenómico, huella genómica  
 

ABSTRACT 
 

Azospirillum brasilense, pangenome analysis 

The bacterium Azospirillum brasilense has been studied for being associated with the stimulation of plant growth by production of 
auxins, especially indole acetic acid, in addition to the biological fixation of nitrogen. Genome analysis is used to generate a 
genome fingerprint matrix and with them build a tree to distinguish the differences between species of this genus. To carry out 
this analysis, it was carried out with the virtual genomic fingerprinting method using the VAMPhyRE program. Probes were 
designed to detect 19 nucleotides and with the results obtained, a genomic fingerprint matrix was generated from which a 
genomic tree of minimal evolution was built, which revealed the phylogenomic relationships between the species of the genus, 
highlighting that the Brazilian species A is separated in a clade perfectly differentiated from the other species of the group. 
Likewise, the analysis allowed us to detect that the A brasilense genome is composed of 19,284 genes, which is equivalent to 16 % of 
the genes annotated and make up the core genome of the strains analyzed. Likewise, 27 % are moderately conserved genes. This 

is evidence of the great genomic variability that the species presents. In addition, a graph of the genome of the species was 
generated. Also, using the PROKKA program and the virtual genomic fingerprinting method, a matrix of distances and a 
phylogenomic tree of minimal evolution were generated, without roots, in radial shape showing that all A. brasilense strains are 
housed in the same clade and separated from the other species of this genus. 
Additional Keywords: Bioinformatic analysis, genomic fingerprinting, core genome, genome analysis 
 

Editor Asociado: Dra. Iris Pérez Almeida 
 

INTRODUCCIÓN 
 

La bacteria Azospirillum brasilense es un 

habitante de la rizosfera que produce ácido indol 

acético (AIA), el principal compuesto auxínico 

que provoca la estimulación del crecimiento de las 
plantas inoculadas. Por su parte, algunos aislados 
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que poseen los genes nif fijan nitrógeno a través 

de la transformación del indol acetonitrilo (IAN) 

en AIA liberando compuestos nitrogenados 

asimilables por las plantas (Fukami et al.,  2018; 
Zhang et al.,  2019; Koul et al., 2020). 

Debido a lo anterior, con esta bacteria se han 

desarrollado inoculantes que se han empleado en 
cultivos como arroz, sorgo, maíz y otras 

gramíneas (Hernández et al., 2018; Domingues et 

al., 2020; Sanches et al., 2021). A. brasilense 
puede adaptarse a diversas condiciones de suelo y 

estrés (Wisniewski et al., 2012) porque contiene 

genes como el wzm, localizado en el plásmido 

pRhico, que induce la síntesis de polisacáridos 
(Lerner et al., 2009). Posee también los genes 

flmA y flmB involucrados en la capacidad de 

asociación con la raíz (Rossi et al., 2016). 
Entre las herramientas génicas de A. brasilense 

involucradas en la síntesis del AIA se encuentran 

los genes que regulan las rutas Triptófano 
Dependiente (TRP-D) y la Triptófano Independiente 

(TRP-I), mismas que pueden tener similitudes con 

las descritas en hongos como Trichoderma spp y 

algunas especies vegetales (Kaneko et al., 2010; 
Uribe et al., 2020; Koul et al., 2020). 

En el género Azospirillum se han descrito 21 

especies, en las cuales se ha reseñado una gran 
heterogeneidad en el número de cromosomas, 

contigs, scaffolds y otras estructuras génicas. 

Puede haber replicones de 600 kb hasta 2.500 Kb, 

con regiones codificantes entre 5.330 y 7.559 y las 
secuencias relacionadas al 16S ARNr en 

cromosomas y plásmidos (Kaneko et al., 2010; 

Wisniewski et al., 2012; Koul et al., 2020). Así, 
en un análisis comparativo entre A brasilense 

CBG497, Sp245, A lipoferum 4B, Azospirillum sp 

B510, se encontró que el core genoma está 
conformado por 2.328 proteínas, contiene genes de 

origen ancestral (74 %) y el DNA cromosómico 

varía de 62 a 65 % (Wisniewski et al., 2012). En 

el caso de Azosporillum sp aislado B510, tiene un 
solo cromosoma (3.311.395 pb) con 2.893 genes 

potenciales, 45 genes de tRNA y 6 plásmidos que 

contienen un total de 3.416 genes codificantes de 
proteínas (Kaneko et al., 2010).  

En esta investigación se analizó del genoma de 

las especies del género Azospirillum spp a fin de 
contribuir al conocimiento de la diversidad 

genética, del agrupamiento y la distribución de genes 

en su genoma y con ello conocer el potencial de la 

bacteria en la producción de metabolitos 

secundarios, como compuestos auxínicos y el impacto 

de éstos en estudios de laboratorio y campo.  
 

MATERIALES Y  MÉTODOS 
 

Análisis bioinformático. Los genomas disponibles 

de Azospirillum spp (Cuadro 1) en el NCBI (en inglés, 

National Center for Biotechnology Information) 
fueron descargados usando la herramienta 

FILEZILLA. Se utilizaron únicamente los genomas 

que tuvieran secuencia de referencia (RefSeq). 
Huella Genómica Virtual. El análisis de los 

genomas fue realizado con el método de huella 

genómica virtual empleando el programa 
VAMPhyRE (Muñoz et al., 2017): Las secuencias 

obtenidas se concatenaron a otras secuencias 

ensambladas incompletas (contig o scaffold). Se 

diseñaron 15.265 sondas de 13 nucleótidos para 
hibridar en los genomas. El programa 

VAMPhyRE se empleó para comparar patrones de 

hibridación o huellas genómicas virtuales; con 
este mismo programa, además, se obtuvo el 

número de sitios compartidos. Para evitar una 

hibridación al azar, los sitios fueron extendidos a 

3 posiciones más en ambos lados, es decir, un 
total de 19 nucleótidos de longitud. Se consideró 

homología entre dos genomas si los sitios que 

coincidían eran entre 16 y 19 nucleótidos. Los 
resultados fueron empleados para generar un 

archivo con la matriz de distancias genómicas 

calculadas. Ellas sirvieron de base para generar un 
árbol filogenómico de mínima evolución, sin raíz 

en forma radial utilizando el programa MEGAx 10.1. 

La anotación de genomas de Azospirillum 

brasilense se realizó con el programa en línea 
Rapid Annotation using Subsystems Technology 

(RAST) (Aziz et al., 2008), empleando los 

archivos concatenados de los genomas completos 
de A. brasilense (cepas Sp7-1, Sp7-2, MTCC4035, 

MTCC4036, MTCC3038, MTCC4039 y Cd9). 

Posteriormente, con el mismo programa, se 
compararon las secuencias genómicas provenientes 

de las bases de datos y de ahí se generaron archivos 

de salida con los genes encontrados. 

Por su parte, se empleó el programa Rapid 
Prokaryotic Genome Annotation (PROKKA) para 

almacenar y procesar los datos obtenidos de los 

genomas a fin de ser analizados con el programa 
ROARY para detectar diferencias y semejanzas 

entre las cepas (Wisniewski et al., 2012; Seemann, 

2014) y con ello se estructuró una carpeta con los 
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genomas de A. brasilense de las cepas Sp7-1, Sp7-2, 

MTCC4035, MTCC4036, MTCC3038, MTCC4039 

y Cd (GenBank code GCA_008274965.1).  

El programa ROARY sirvió para analizar a 
gran escala la estructura del pangenoma de A. 

brasilense y a partir de allí identificar los genes 

centrales y accesorios. Este programa empleó 
todos los genomas de A. brasilense. Para ello, las 

regiones codificantes se extrajeron y se convirtieron 

en secuencias de proteínas, y se filtraron para 
eliminar las secuencias parciales. Esto permitió 

obtener un conjunto sustancialmente reducido de 

secuencias de proteínas. Finalmente, se realizó 

una comparación de las secuencias con un 
porcentaje de identidad de secuencia definido por el 

usuario (por defecto 95 %). 

 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 

En total se descargaron, del portal del NCBI, 
13 genomas completos y 36 incompletos, los 

cuales corresponden a especies analizadas en el 

estudio fueron A. brasilense, A. thiophilum, A. 
lipoferum, A. doebereinerae, A. oryzae, A. 

halopraeferens, A. humicireducens, y otros aislados 

sin identificación a especie (Cuadro 1). 

Del análisis realizado se identificaron 14 
genomas completos de los cuales solo 7 han sido 

liberados. Además, se detectaron 19 contigs, 14 

scaffolds y 4 cromosomas. Se determinó que el 
tamaño de los genomas varía de 5.95 en el aislado 

Azospirillum sp. L-25-5w-1 hasta 8.34 Mpb en el 

caso de Azospirillum sp. TSA6c (Cuadro 2). 
Igualmente se detectó que la estructura genómica 

del género está conformada por varios replicones, 

algunos de los cuales pueden ser lineares o 

circulares con tamaño de 0.16 a 3.1 Mpb (Allardet 
et al., 1993; Rivera et al., 2014). Asimismo, que el 

número de éstos puede variar entre especie, e 

incluso entre aislados, y su número va de 3 a 8 
plásmidos (Caballero et al., 1999; Martin et al., 

2000; Rivera et al., 2014) (Cuadro 2). En un 

análisis similar, empleando bacteriófagos (Boyer 
et al., 2008), se constató que los bacteriófagos de 

cepas de A. brasilense (Cd y Sp7) resultaron 

idénticos, mientras que no encontraron 

homologías entre los bacteriófagos de A. 
brasilense y A. lipoferum. En el Cuadro 2 se 

incorpora el tipo de secuenciación empleada, 

porque de acuerdo con ello la información, 
producto del análisis, puede variar. 

De igual manera, se confirmó la teoría de la 

multiplicidad de cromosomas ya que su número 

puede ir de 1 a 4 en múltiples replicones con peso 

de 600 kb, 1.000 kb, 1.700 kb o uno más, extraño 
por su peso que es de 2.500 kb (Allardet et al., 

1993). Asimismo, todos los genomas contienen 

componentes accesorios relacionados con la 
plasticidad genómica que podrían promover la 

adquisición de ADN extraño o reordenamientos 

entre replicones, lo que contribuye a explicar las 
variantes entre cepas asociadas a distintas plantas 

(Wisniewski et al., 2012). Además, se detectó que 

las regiones codificantes se encuentran entre 5.330 

y 7. 559 Kb y que el pangenoma de A. brasilense 
está conformado por 19.248 genes. 

Se empleó el programa PROKKA, para 

almacenar y procesar los datos obtenidos de los 

genomas, y analizarlos con el programa ROARY, 

para detectar diferencias y semejanzas entre las 

cepas (Wisniewski et al., 2012; Seemann, 2014); 

el análisis de huella genómica virtual que empleó 

toda la información disponible de las diferentes 

especies y scaffolds y contigs, y junto con el 

programa MEGAx 10.1, se generó un árbol 

filogenómico (Figura 1) donde se destaca que 

todos los aislados de A. brasilense se agrupan en 

un solo clado y las otras especies están en otro 

clado bien diferenciado. 

Análisis de genes compartidos (ROARY). Los 

genomas de A. brasilense, Sp7-1, Sp7-2, 

MTCC4035, MTCC4036, MTCC3038, 
MTCC4039 y Cd; presentan un pangenoma de 

19.284 genes (Figura 2). Los genes nucleares, 

llamados core genes, se definen como los que se 

encuentran en al menos el 99 % de las muestras y 
totalizan 3.033 genes, mismos que corresponden al 

16 % del total de genes anotados. Por su parte, los 

genes de la cáscara llamados shell genes, 
conciernen a los genes restantes moderadamente 

conservados, presentes desde el 15 % hasta menos 

del 95 % de los genomas, representando el 27 % de 

genes encontrados en la anotación previamente 
mencionada (Figura 2). 

Finalmente, los genes nube atañen a los genes 

raros presentes en menos del 15 % de los 
genomas, siendo el que obtuvo el mayor 

porcentaje con 57 % de los genes encontrados en 

la anotación de las cepas de A. brasilense 
empleadas (Figura 2). 



390 

Volumen 37 (2025) BIOAGRO N° 3 

 

 

Cuadro 1. Lista de genomas y secuencias del género Azospirillum empleadas para la realización de este 

estudio y obtenidos del NCBI. El tamaño se expresa en mega par de bases (Mpb).  
 
 

Bacteria Cepa Secuencias Tamaño (Thackray, et al., 2008) GenBank ID* 

Azospirillum brasilense Sp 7-1 Completo 6.58753 GCA_001315015.1 

Azospirillum brasilense Sp 7-2 Completo 7.10024 GCA_008274945.1 
Azospirillum brasilense Az39 Completo 7.39128 GCA_000632475.2 

Azospirillum brasilense MTCC4038 Completo 7.13417 GCA_005222145.1 
Azospirillum brasilense MTCC4035 Completo 7.92866 GCA_005222165.1 

Azospirillum brasilense MTCC4039 Completo 7.19625 GCA_005222205.1 
Azospirillum brasilense Sp 7 Contig 7.08277 GCA_007827425.1 

Azospirillum brasilense V6 Contig 7.09252 GCA_002027445.1 
Azospirillum brasilense Ab-V5 Contig 6.93449 GCA_002940725.1 

Azospirillum brasilense Ab-V6 Contig 7.1972 GCA_002940755.1 

Azospirillum brasilense FP2 Contig 6.88511 GCA_033549865.1 
Azospirillum brasilense REC3 Scaffold 7.22895 GCA_002895265.1 

Azospirillum brasilense 2A1 Scaffold 7.25781 GCA_002245955.1 
Azospirillum brasilense HAMBI_31 Scaffold 7.13972 GCA_003349955.1 

Azospirillum brasilense SR80 Scaffold 7.14659 GCA_003584185.1 
Azospirillum brasilense Sp245 Cromosoma 7.53024 GCA_000237365.1 

Azospirillum brasilense Sp245 Cromosoma 7.68239 GCA_003119195.2 
Azospirillum brasilense MTCC4036 Cromosoma 8.1211 GCA_005222185.1 

Azospirillum sp. B510 Completo 7.59974 GCA_000010725.1 
Azospirillum sp. CFH 70021 Completo 6.77631 GCA_003130795.1 

Azospirillum sp. M2T2B2 M2T2B2 Completo 6.31626 GCA_003233655.1 
Azospirillum sp. TSA2s TSA2S Completo 8.10248 GCA_004923315.1 

Azospirillum sp. TSH100 TSH100 Completo 7.16638 GCA_004923295. 
Azospirillum sp. TSH58 TSH58 Completo 7.24407 GCA_003119115.1 

A thiophilum BV-S Completo 7.60946 GCA_001305595. 
Azospirillum lipoferum 4B Completo 6.8464 GCA_000283655.1 

Azospirillum lipoferum R1C Contig 7.77069 GCA_020005195.1 
A doebereinerae GSF71 Contig 7.00006 GCA_003989665.1 

Azospirillum oryzae A2P Contig 7.67469 GCA_900177515.1 
Azospirillum sp. K2W22B-5 Contig 6.461 GCA_003590795.1 

Azospirillum sp. RU37A RU37A Contig 6.13041 GCA_900188305.1 
Azospirillum sp. RU38E RU38E Contig 6.12876 GCA_900188385.1 

Azospirillum sp. Sp 7 Sp 7 Contig 7.09859 GCA_003116055.1 

Azospirillum sp. TSH100 TSH100 Contig 7.15373 GCA_003115975.1 
Azospirillum sp. TSH20 TSH20 Contig 7.45508 GCA_003115935.1 

Azospirillum sp. TSH58 TSH58 Contig 6.98287 GCA_003115995.1 
Azospirillum sp. TSH7 TSH7 Contig 7.4476 GCA_003115945.1 

Azospirillum sp. TSO22-1 TSO22-1 Contig 7.35389 GCA_003116015.1 
Azospirillum sp. TSO5 TSO5 Contig 6.99813 GCA_003116065.1 

A thiophilum DSM21654 Contig 7.63752 GCA_000960825.1 
Azospirillum halopraeferens DSM 3675 Scaffold 6.51238 GCA_000429625.1 

Azospirillum sp. B2 Scaffold 7.99749 GCA_002573965.1 
Azospirillum sp. B4 Scaffold 7.34536 GCA_000333275.1 

Azospirillum sp. B506 Scaffold 7.2381 GCA_000333595.1 
Azospirillum sp. CAG:239 Scaffold 1.797 GCA_963637695.1 

Azospirillum sp. CAG:260 Scaffold 1.81059 GCA_000436195.1 
Azospirillum sp. L-25-5w-1 L-25-5w-1 Scaffold 5.95138 GCA_003966125.1 

Azospirillum sp. TSA6c TSA6c Scaffold 8.34182 GCA_003115895.1 
Azospirillum sp. TSH64 TSH64 Scaffold 7.90115 GCA_003116035.1 

Azospirillum sp. TSO35-2 TSO35-2 Scaffold 7.35204 GCA_003116095.1 
A humicireducens SgZ-5 Cromosoma 6.8627 GCA_001639105.2 

* https://www.ncbi.nlm.nih.gov/datasets/genome/?taxon=191 
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Cuadro 2. Lista de genomas empleados para análisis bioinformático. Se describen características propias 

del genoma (tamaño, plásmidos y proteínas), así como el tipo de secuenciación empleado para su 

descripción.  
 

 

 

Figura 1. Árbol filogenético del género Azospirillum. La especie A. brasilense se agrupa en solo clado y 

las otras especies en el clado separado 
 

Cepa Tamaño Replicones Secuenciación Proteínas 

MTCC4035 7.92866 Un cromosoma 

8 plásmidos 

PacBio RSII 6858 

MTCC4038 7.13417 Un cromosoma 

6 plásmidos 

PacBio RSII 6214 

MTCC4039 7.19625 Un cromosoma 
5 plásmidos 

PacBio RSII 6294 

Az39 7.39128 Un cromosoma 

5 plásmidos 

Illumina- Newbler 6428 

Sp7-1 6.58753 Un cromosoma 

5 plásmidos 

PacBio 5730 

Cd GenBank 

GCA_008274965.1 

7.44 4 cromosomas 

2 plásmidos 

Illumina HiSeq 6599 

Sp7-2 7.10 4 cromosomas 

2 plásmidos 

Illumina HiSeq 6270 
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Figura 2. Análisis del pangenoma de A. brasilense. Únicamente el 16 % de los 19.284 genes anotados, se 
encuentran en el core genoma. 

CONCLUSIONES 

 
El análisis genómico de las secuencias 

disponibles en bases de datos mostró que el 

pangenoma de A brasilense es de 19.284 genes, de 

los cuales 3.033 genes corresponden al core 
genoma. El árbol filogenómico realizado mostró 

que la especie está bien diferenciada de las otras 

21 especies de este género y se organiza en un 
solo clado con distancias génicas cortas entre 

ellas. 
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