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Resumen

En la actualidad la gendmica comparativa desempena un papel fundamental
para el estudio de los genomas microbianos y el entendimiento en la produccién
de metabolitos secundarios, de interés en la industria quimica y biotecnoldgica.
Esta drea de estudio permite comparar diferencias y similitudes genéticas a gran
escala entre diferentes especies, y entre miembros de la misma especie, que
difieren en funcién o fenotipo. Al hacerlo, es posible estudiar la variacion del
contenido genético, la funcién genética, sus relaciones y la manera como inciden
en la sintesis de metabolitos de interés industrial. En este informe se presenta el
andlisis gendmico de la especie Xanthomonas campestris el cual incluye el famano
y caracteristicas del pangenoma y el genoma central de quince cepas, asi como
los genes implicados en la produccion del metabolito secundario de gran interés
industrial, goma xantana. El andlisis incluyd el uso del software BPGA y Micropan.
Adicionalmente, haciendo uso de la plataforma antiSMASH, se encontraron clUster
o grupos de genes como potenciales candidatos para la produccidn de
metabolitos de interés industrial, por ejemplo, xantoferrina, xantomonading,
bacteriocina y péptidos de lazo. Se observd ademds que los genes involucrados en
la sintesis de la goma xantana que se conservan para las cepas analizadas son
gumD, gumH, guml y gumK. Estos resultados permitirdn proponer alternativas de
mejoramiento de los bioprocesos a partir de la generacién de organismos super-
productores, haciendo uso de técnicas moleculares, o mediante el desarrollo de
disenos experimentales que consideren la manipulacion de las condiciones
medioambientales, por ejemplo, pH, temperatura y composiciéon del medio de
cultivo, con el fin de eventualmente inducir la expresidn de los genes de interés en
la cepa objetivo, y con ello obtener mejores rendimientos a escala productiva.
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1. Introduccidon

Xanthomonas campestris es una bacteria que causa diferentes fitopatologias, pero
que a nivel industrial es usada en la produccidén de goma xantana, un polisacdrido
extracelular con propiedades importantes en el sector alimenticio, por ser
viscosificador de soluciones acuosas (Ochoa et al., 2000).

El costo, las propiedades reoldgicas y el rendimiento de esta goma dependen del
medio y las condiciones de cultivo utilizadas en el proceso de fermentacion. Por
ejemplo, la relacién Carbono / Nitrdgeno debe considerarse en el proceso de
produccion del biopolimero; la biomasa estd limitada por la concentfracion de
nitrdgeno disponible y la tasa de produccion de xantana estd influenciada por la
concentracién de carbono. Por lo tanto, los nutrientes requeridos por el
microorganismo son diferentes durante el bioproceso, convirtiéndose en necesaria
su division en dos etapas: crecimiento celular y produccion de la goma (Carignatto
et al., 2011).

Varios autores verificaron que el rendimiento y la tasa de produccion del
biopolimero se ven favorecidos con el aumento de la proporcién de glucosa /
extracto de levadura en el medio de cultivo. Los almidones parcialmente
hidrolizados que se han utilizado en la produccidon de goma xantana son de arroz
hidrolizado, cebada y harina de maiz, suero dcido, melaza de cana de azucar,
mezcla de manosa y glucosa, pulpa de remolacha y pulpa de durazno. Asi, se ha
reportado que los rendimientos y las cualidades de la goma de xantano son
competitivos, sin embargo, la glucosa proporciona mejores rendimientos y calidad
del producto (Rosalam &England, 2006).

Algunas de las posibles razones que podrian causar el bajo rendimiento y calidad
de la goma son (Rosalam &England, 2006):

I.  La deficiencia de ciertos grupos funcionales en la fuente de carbono lo que
resulta en diferentes reacciones a las de la via metabdlica deseada.

Il. Lo composicidn de nutrientes varia debido a las diferentes fuentes de
carbono utilizadas, por lo tanto, la calidad de la goma de xantano
producida también varia.

lll.  Formacién de otros subproductos.

IV.  Un bagjo rendimiento causado por una alta concentracion de compuestos
gue no reaccionan dificultando el proceso posterior a la purificacion.

La mayor parte de la investigacion previa sobre la producciéon microbiana de
xantano se ha centrado en el tipo de fuente de carbono, los requisitos nutricionales
de los microorganismos y la optimizacion de las condiciones de crecimiento
(Niknezhad et al., 2016).

En la revision bibliogrdfica se evidencia que la mayoria de frabajos han sido
orientados a la optimizacién proceso fermentativo y de manera particular en la



seleccion del medio cultivo. Sin embargo, son pocos los trabajos que se enfocan
en el estudio de los procesos metabdlicos del sistema celular y sus mecanismos de
regulaciéon. Las herramientas en gendmica permiten comprender mejor las rutas
metabdlicas asociadas con la produccidn de metabolitos secundarios vy
biopolimeros, lo que permitiria un estudio a nivel molecular de la relacién entre el
medio ambiente de la bacteria, es decir, medio y condiciones de cultivo, y el
desempeno del sistema celular. Como fin Ultimo, seria posible contribuir a proponer
soluciones a las problemdticas planteadas previamente, que limitan la produccion
y a su vez, estudiar el potencial de la bacteria Xanthomonas campestris, para la
biosintesis de metabolitos secundarios de interés en la industria quimica.



2. Objetivos

2.1 General

Obtener y caracterizar el pangenoma de la bacteria Xanthomonas campestris,
como herramienta para contribuir al entendimiento del metabolismo celular y los
genes implicados en su regulacion, con el propdsito de plantear estrategias de
mejoramiento de las condiciones de cultivo en la sintesis de biopolimeros (goma
xantana) y estimar su potencial de produccidn de nuevos metabolitos.

2.2 Especificos

A través de diferentes metodologias bioinformaticas:

e |dentificar el genoma accesorio, los genes Unicos y el “Core” genoma de
esta especie.

e Estimar la conservacién de genes relacionados con la produccion de la
goma xantana.

e |dentificar clUster asociados con la sintesis de metabolitos secundarios y
proponer una estrategia de mejoramiento de su produccion.



3. Marco Tedrico

Los biopolimeros se definen como macromoléculas que son sintetizadas a través de
una amplia variedad de sistemas bioldgicos y que son susceptibles a la
descomposicion primaria a través de la accidn enzimdtica de ciertos
microorganismos. En las Ultimas décadas han sido considerados de gran interés en
la industria un grupo de biopolimeros denominados exopolisacdridos de origen
microbiano especialmente por parte de las industrias farmacéutica, de alimentos y
del petréleo, por las aplicaciones que se les ha encontrado en estos campos. Su
uso se fundamenta en dos de sus caracteristicas mds significativas: la capacidad
para alterar las propiedades de flujo del agua y la posibilidad de formar geles.

Los microorganismos producen polisacdridos estructurales, como el péptido
glucano, que compone la pared celular, polisacdridos intracelulares de reserva
energética y polisacdridos extracelulares como el xantano. Los polisacdridos se
clasifican en homopolisacdridos y heteropolisacdridos, en funcién del tipo de
unidades de glucosa que contienen (Kariduraganavar et al, 2014).

Los exopolisacdridos permiten a las células adherirse a superficies mediante
interacciones electrostdticas. También en ocasiones funcionan como factores de
virulencia en los organismos patdégenos (Criollo, 2019).

3.1 Xanthomonas campestris

Xanthomonas campestris (X. Campestris) es un fitopatdégeno que pertenece a la
familia Pseudomonadaceae. Es un bacilo Gram negativo con unas dimensiones de
0.4 a 0.7 micrometros de ancho y 0.7 a 1.8 micrometros de longitud. Presenta un
flagelo polar que le confiere movilidad y es quimiorganotrofo y aerobio obligado.
X. campestris es capaz de utilizar una gran variedad de carbohidratos y sales de
dcidos orgdnicos. En medio de cultivo sdélido, X. Campestris forma colonias
amarillentas, lisas, redondas y viscosas. La coloracion es debida a la produccion de
xantomonadinas, que son pigmentos derivados bromados de aril-octanos
(Palaniraj & Jayaraman, 2011).

Figura 1. Micrografia electrénica de transmision de X. campestris. Tomado de Garcia & Santos (2000)



Distintas especies de Xanthomonas atacan e infectan a una larga seleccion de
plantas incluidas algunas de interés industrial como la col, la alfalfa, asi como
cultivos de frijol (Garcia & Santos, 2000).

La estructura de la envoltura celular es similar a la de las otras células Gram
negativas. Los pigmentos amarillos estan presentes en todas las especies de
Xanthomonas, pero pueden estar ausentes especialmente cuando ocurre la
degradacioén de la cepa. Todos los medios empleados para el crecimiento de X.
campestris son medios complejos. El medio de cultivo mds utilizado es el agar YM,
el cual se emplea para aislar microorganismos aciduricos a partir de diversas
muestras y que se compone de digerido enzimdtico de gelatina, extracto de
levadura, extracto de malta y dextrosa. X. campestris se ha cultivado a diferentes
temperaturas que van de 25 a 30 ° C, siendo su temperatura optima de 28°C (Tobdn
et al, 2008).

3.2 Goma xantano

La goma xantana o xantano es un exopolisacdridos producido por bacterias del
género Xanthomonas y de clase Gamma proteobacteria, consiste en un
heteropolisacdrido cuya estructura es una cadena de celulosa sustituida cada dos
unidades de D-glucosa, por una cadena de trisacdridos de D-manosa y acido D-
glucurdnico en una relacién molar de 2: 2: 1y proporciones variables de residuos de
O-acetilo y piruvilo. Su peso molecular es de 1.25%106 y 10106 g/mol (Palanirgj &
Jayaraman, 2011).

\KTH:Z(;\ \]2:E 8
COOH n
HsC o)
=1
ch/k R \ﬂ/
R o) o)
OH
=50 OH
cooH P
o o
oH oRy o < OH
R*O
OH

Figura 2. Estructura de la goma Xantana

X. campestris produce este polisacdrido cuando se encuentra sobre una especie
vegetal, lo que origina un fluido viscoso que marchita tallo y frutos, debido a que
impide la circulacidon de agua. La goma de xantano provee un reservorio a la



célula para colonizar, adherirse, ademas de brindarle profeccion frente a virus,
anticuerpos y agentes antimicrobianos.

La sintesis de la unidad de repeticidon comienza con la transferencia de glucosil 1-
fosfato de UDP-glucosa a polisoprenol fosfato, segquido de la transferencia
secuencial de los ofros residuos de azucar para formar la unidad de repeticion
completa. Los residuos de acetilo y piruvilo se agregan a nivel de pentasacdrido
unido a lipidos, donados por acetil-CoA vy fosfoenolpiruvato respectivamente. El
proceso de polimerizacion indica que las cadenas de xantano crecen en el
extremo reductor (Becker et al., 1998).

Becker et al., (1998) propusieron una ruta de sintesis de la goma xantana, basada
en la familia de genes gum que consiste en las siguientes etapas: la proteina GumbD
cataliza la adicion de glucosa 1- fosfato al polisoprenol fosfato. Esta reaccion
reversible es el primer paso en la biosintesis de intermedios ligados a lipidos
involucrados en la sintesis de xantano. GumM cataliza la adicidn de una B-1,4-
glucosa, seguida de la adiciéon intferna de la a-1,3-manosa por GumH, un acido B-
1,2-glucurénico por GumkK, y la terminal B-1,4-manosa por Guml. La proteina GumL
incorpora residuos de piruvilo a la B-manosa externa, mientras que los residuos de
acetilo se incorporan a la a-manosa interna por GumF, y a la B-manosa externa por
GumG. Ademds del pentasacdrido de polisoprenil difosfato, el frisacdrido unido a
lipidos puede actuar como sustrato para GumF. Sin embargo, el acetil trisacdrido
unido a lipidos no puede actuar como un aceptor de un residuo de dcido
glucurdnico, lo que sugiere que los residuos de acetilo se incorporan al polimero a
través de la unidad de repeticidn unida a lipidos. A continuacion, se presenta la via
metabdlica de produccién de la goma xantana tomada de Becker et al. (1998).
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Figura 3. A) Genes involucrados en la sintesis de la goma xantana B) Via metabdlica propuesta para la sintesis de la
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glucoquinasa GK, fosfoglucosa isomerasa PGl, pirofosforilasa UDPG-PP UDP-glucose, glucosa deshidrogenasa UDPG-deH
UDP- glucose. (Becker et al., 1998).

El gen xanA codifica una enzima con actividades de fosfoglucomutasa vy
fosfonannomutasa, xanB codifica para una enzima bifuncional con actividades de
fosfornanosa isomerasa y PIB-manosa pirofosforilasa (Fig. 2). Por lo tanto, una parte
de esta region codifica dos enzimas, una de las cuales es necesaria para la sintesis
de los fres precursores de nucledtidos de azicar de xantano, y la ofra para la sintesis
de GDP-manosa. A diferencia de ofros sistemas biosintéticos de exopolisacdridos,
la regidn de genes que estdn relacionados con la sintesis de xantano esta
desvinculada de las requeridas para la sintesis de precursores de nucledtidos de
azucar. El andlisis de la secuencia de nucledtidos predijo la presencia de 12 marcos
de lectura abiertos (gumB a gumM) (Becker et al., 1998).

El Xantano se usa en la industria de alimentos como aderezo para ensaladas, en
jarabes, condimentos y salsas, productos Idcteos y productos horneados. También
en la industria farmacéutica en cremas y suspensiones y en productos cosméticos
como champus y lociones, otorgando estabilidad (Garcia y Santos, 2000). La goma
xantana se utiliza como estabilizador, espesante y emulsionante que se usa
ampliomente en las industrias farmacéutica y cosmética. Las propiedades
pseudopldsticas de esta goma permiten que las pomadas mantengan su forma y
se extiendan faciimente (Palaniraj & Jayaraman, 2011).

Tabla 1. Ejemplos de aplicaciones industriales, alimentarias y farmacéuticas de xantano. Tomado de Becker et al., 1998.

Aplicaciones industriales Aplicaciones en la industria de alimentos y
la industria farmacéutica

e Abrasivos (confrol de viscosidad) e Cerveza (estabilizador de espuma)

e Esmaltes cerdmicos, esmaltes, e Queso (inhibidor de sinéresis)
pinturas tixotréficas (estabilizacion, e Confiteria (recubrimiento)
pseudoplasticidad) e Helado (estabilizador, confrol de

e Explosivos (gelificantes) cristalizacioén)

e Fire-uids (estabilizador de espuma) e Glaseados y esmaltes (adhesivo)

e Fracturas hidraulicas (viscosidad / e Mermeladas, salsas (agente
reticulacion) espesante)

e Productos quimicos de lavanderia e Bebidas (suspensidon)

e Productos quimicos agricolas e Alimentos para mascotas (agente
incluidos herbicidas, pesticidas, aglutinante)
fertilizantes y fungicidas (suspension) e Productos farmacéuticos

e Lodos de perforacion de petrdleo (lilberacion retardada de fadrmacos)
(control de viscosidad, e Saborizantes en polvo
cizallamiento) (encapsulacién)

e Tenido de textiles e Aderezo para ensaladas, rellenos
(pseudoplasticidad) de panaderia (agente

e Clarificacién del agua (Floculante) emulsionante)

e Envolturas de embutidos (formacién
de pelicula)
e Jarabes (pseudoplasticidad)
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Los exopolisacdridos bacterianos como el xantano proporcionan una alternativa a
los polisacdridos de origen vegetal. Sin embargo, los productos de polisacaridos
bacterianos son relativamente caros en comparacién con los polisacdaridos
vegetales a granel, como el alginato procedente de plantas y almidén. Una
ventaja de xantano es que la calidad de este producto bacteriano puede
garantizarse mediante el uso de cepas de produccion especificas y las condiciones
de fermentacion (Becker et al., 1998).

El éxito comercial de xantano no solo se basa en sus propiedades reoldgicas, sino
también en factores econdmicos. X. campestris puede utilizar una amplia gama de
sustratos diferentes. La tasa de conversidon del sustrato es alta, sin embargo, la
produccion de esta goma necesita un cuidadoso monitoreo y control de las
condiciones debido a su baja concentfracion y alta viscosidad, asi al
comportamiento reoldgico (Kuppuswami, 2014).

Produccién de la goma xantana a escala industrial

La producciéon a escala industrial de xantano se lleva a cabo utilizando sustratos y
nutrientes de bajo costo. Fuentes de carbohidratos como como sacarosa, melaza
de cana de azucar y suero. Las fuentes de nitrdbgeno inorgdnico como las sales de
amonio o nitrato son adecuadas, y una amplia variedad de fuentes complejas de
nitrbgeno como el extracto de levadura, la peptona de harina de soja y el suero
de soja también son Utiles para la produccidon de xantano. La produccién
beneficiosa se logra utilizando granos de cereales. Generalmente se favorece el
cultivo discontinuo con medios complejos. Sin embargo, se pueden usar medios
sintéticos simples. El cultivo de crecimiento por lotes requiere 2 dias. El
mantenimiento adecuado del cultivo stock de X. campestris es importante por su
consistencia en la produccion de xantano. Durante la fase de crecimiento inicial,
la acumulacién de polisacdridos comienza y continUa después del crecimiento. El
pH disminuye durante la fermentacién debido a la formacién de &cidos orgdnicos.
Si el pH cae por debajo de 5.0, la formacion de xantano se reduce drdsticamente.
Por lo tanto, es necesario controlar el medio de fermentacién al pH éptimo de 7.0.
otfra variable importante de controlar en la produccién de la goma es la agitaciéon
del medio, ya que es Util para mejorar la velocidad de transporte de nutrientes a
través de la membrana celular, lo que a su vez apoya la tasa de crecimiento del
microorganismo (Palaniraj & Jayaraman, 2011).

En la produccion de exopolisacdridos, ademds de las condiciones de operacion,
el pH del cultivo y la fuente y los niveles del sustrato de carbono juegan un papel
importante en las productividades de fermentacidon generales (Papagianni et al.,
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2001). La concentracion de la fuente de carbono afecta la eficiencia con la que
se convierte en polisacarido.

Las principales operaciones involucradas en la produccion microbiana de xantano
son las siguientes:

- Organismo y preparaciéon del indculo
- Preparacion de medio de cultivo

- Fermentacion

- Procesamiento aguas abajo

Como se ha dicho a lo largo de este documento, la goma xantana es producida
por la bacteria X. campestris, mantenido en un medio de sacarosa-tfriptona y
extracto de levadura (STYA). Se necesita un indculo de 5 a 10% para una
produccion éptima de polisacdridos. Los indculos se preparan transfiiendo células
desde el medio STYA (a 28 ° C) a un tubo que contiene 7 ml de medio STYA (pH 7.0),
e incubando a 28 ° C y 160 rom durante 24 h. El in6culo se transfiere luego a
matfraces de 250 ml y, 24 h después, a los fermentadores de laboratorio
(Kuppuswami, 2014).

Los componentes de los medios utilizados en la industria son principalmente
econémicos y complejos, siendo materias primas naturales. El agua corriente
generalmente se usa para la diluciéon. La fuente de carbono puede ser glucosa,
sacarosa o almiddn, en el rango de concentracién de 1 a 5%. Concentraciones
superiores al 5% tienden a inhibir tanto el crecimiento como la producciéon de goma
de xantano. En la fermentacion la reologia dindmica del caldo tiene una profunda
influencia en las tasas de biorreaccion, el consumo de energia, la transferencia de
calor y masa, y la mezcla. La cinética estd influenciada significativamente por
variaciones espaciales en las concentraciones de sustrato, biomasa y el propio
polimero, que son aftribuibles a la reologia del polimero y su produccion
(Kuppuswami, 2014).

En conclusiéon, el rendimiento vy las propiedades del producto estdn influenciados
por la cepa microbiana utilizada, el medio de crecimiento y otros factores
ambientales. La recuperaciéon del producto se complica por la alta viscosidad del
caldo. Las propiedades de las soluciones de xantano se ven afectadas por la
temperatura de disolucion, la temperatura de medicién y la presencia de ofros
polimeros no xantanos (Garcia et al., 2000).

A continuacion, se presenta una breve revision de otros metabolitos secundarios
producidos por X. campestris.
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Xantoferrina

Los sideroforos son  pequenas moléculas  orgdnicas  producidas  por
microorganismos en condiciones limitantes de hierro que mejoran la absorcion de
hierro en los microorganismos. En el medio ambiente, la forma férrica de hierro es
insoluble e inaccesible a pH fisioldgico. Bajo esta condicion, los microorganismos
sintetizan sideréforos que tienen alta afinidad por el hierro férrico. Estos complejos
férrico-siderdforos de hierro se fransportan luego al citosol. En el citosol, el hierro
férrico se reduce a hierro ferroso y se vuelve accesible para los microorganismos.
En los Ultimos tiempos, los sideréforos han llamado mucho la atencion debido a sus
roles potenciales en diferentes campos. Los siderdforos tienen aplicacion en la
ecologia microbiana para mejorar el crecimiento de varios microorganismos no
cultivables y pueden alterar las comunidades microbianas. En el campo de la
agricultura, los diferentes tipos de sideréforos promueven el crecimiento de varias
especies de plantas y aumentan su rendimiento al mejorar la absorcion de Fe por
las plantas. Los siderdforos actian como un posible agente de biocontrol contra
fitopatdgenos nocivos y tienen la capacidad de sustituir pesticidas peligrosos. Las
muestras contaminadas con metales pesados pueden desintoxicarse aplicando
siderdoforos, 1o que explica su papel en la biorremediacion. Los siderdforos pueden
detectar el contenido de hierro en diferentes entornos, exhibiendo su papel como
biosensor. En el campo de la medicinag, el siderdforo utiliza la "estrategia del caballo
de Troya" para formar complejos con antibidticos y ayuda en el suministro selectivo
de antibidticos a las bacterias resistentes a los antibidticos. Ciertas enfermedades
de sobrecarga de hierro, por ejemplo, la anemia falciforme, pueden tratarse con
la ayuda de siderdforos. Otfras aplicaciones médicas de siderdforos incluyen
actividad antipalddica, eliminacion de elementos transurdnicos del cuerpo y
actividad anticancerigena (Saha et al., 2016).

También, los siderdforos y sus derivados tienen una gran aplicacion en la agricultura
para aumentar la fertilidad del suelo y como biocontrol para patdégenos fungicos
en plantas (Sah & Singh, 2015).

Xantomonadina

Las xantomonadinas son pigmentos amarillos unidos a la membrana que
tipicamente son producidos por la bacteria fitopatégena Xanthomonas spp. Una
investigacion considerable ha revelado que son un grupo Unico de pigmentos
halogenados, aril-polieno, insolubles en agua. Se ha demostrado que las
xantomonadinas desempenan papeles importantes en la supervivencia epifitica y
las interacciones huésped-patdgeno en el fitopatdgeno Xanthomonas campestris
pv. campestris (He et al., 2020). Las xantomomonadinas protegen a las
Xanthomonas contra el dano fotooxidativo y la oxidacion lipidica y por lo tanto

14



juegan un papel en el establecimiento o mantenimiento de una relacion estrecha
entre las bacterias y sus plantas hospederas, He et al. (2020) han demostrado que
el mecanismo biosintético de aril polieno se conserva entre estos diversos taxones
bacterianos. Por otro lado, estos investigadores concluyen que los mecanismos
biosintéticos detallados de las xantomonadininas y los pigmentos similares a las
xantomonadinas todavia no se comprenden completamente. En consecuencia,
se necesitan mds andilisis genéticos y bioguimicos de grupos de genes biosintéticos
de pigmentos y sus productos.

Bacteriocina

Las bacteriocinas son péptidos antimicrobianos, que pueden considerarse seguros
ya que pueden ser facilmente degradados por enzimas proteoliticas del tracto
gastrointestinal de los mamiferos, siendo atfractivos en la industria Idctea para
extender la vida Util y evitar el deterioro de los productos ladcteos. Como no
plantean problemas de riesgo para la salud, las bacteriocinas, ya sea purificadas o
excretadas por cepas productoras de bacteriocina, son una gran alternativa al uso
de conservantes quimicos en los productos Iacteos (Silva et al., 2018).

Una estrategia comUn para la conservacion de los alimentos que se comen crudos
0 sin coccion adicional es la aplicacidon de peliculas o recubrimientos comestibles
gue confienen sustancias antfimicrobianas. La incorporacion de compuestos
antfimicrobianos como las bacteriocinas en recubrimientos y peliculas comestibles
se presenta como una alternativa interesante para garantizar el control de
microorganismos patégenos en productos alimenticios. Los recubrimientos vy
peliculas comestibles estdn compuestos de capas delgadas de biopolimeros que
modifican la atmdsfera circundante de los alimentos, formando una barrera entre
los alimentos y el medio ambiente, mejoran la seguridad, la calidad y la
funcionalidad de los productos alimenticios sin cambiar las propiedades
organolépticas y nutricionales (Valdés et al., 2017).

Lassopéptido

Los lassopéptidos o péptidos lazo son una clase de productos naturales sintetizados
en el ribosoma y modificados después de su franslacion. Los péptidos lazos se
caracterizan tanto por la selectividad como por la potencia de las proteinas
bioldgicas mds grandes, pero con poca o baja inmunogenicidad, estabilidad y
biodisponibilidad de moléculas pequenas. Ademds, la diversa funcionalidad de los
péptidos de lazo y su exfraordinaria estabilidad frente a la degradacion quimica,
térmica y proteolitica los convierten en candidatos atfractivos para el
descubrimiento de fdrmacos (Martin & Tulla, 2018).
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3.3 Genomica comparativa - Pangenoma

El mejoramiento continuo de cepas productoras de bio-productos de importancia
a nivel industrial requiere una aproximacion multinivel para el estudio, tanto a nivel
de las vias metabdlicas que producen dichos bio-productos, como el
entendimiento de las redes de regulaciéon y de senalizacion que modulan la sintesis
dependiendo de las condiciones medioambientales y el estadio de crecimiento
del organismo bajo consideracion. Esta aproximacion multinivel se ve beneficiada
por las diferentes ciencias “Omicas” (gendmica, transcriptomica, protedmica,
metaboldémica, etc.) que brindan enormes cantidades de datos sobre las especies
de interés y que permiten detallar de forma precisa las interacciones entre las
condiciones de cultivo y fermentacion, la expresion génica, la produccion de
proteinas y enzimas y por Ultimo la adecuada sintesis del producto de interés. Por lo
tanto, una primera aproximacioén en la caracterizacidon de las capacidades
metabdlicas de una especie determinada y su adaptacion a diferentes nichos, es
el uso de técnicas de gendmica comparativa que permitan caracterizar todo el
acervo genético presente en una especie; adicionalmente, debido a la gran
disponibilidad de datos de genomas en las bases de datos publicas de
bioinformdtica que existen en el mundo, es posible extender estos estudios de
gendmica comparativa, hacia andlisis mds globales, como lo es el caso de la
caracterizacién del pangenoma de una especie, es decir el conjunto global de
todos los genes que conforman esta especie (aunque la definicion de puede
extender a otros niveles de la clasificacion taxondmica como géneros y familias),
considerando las cepas conocidas de la misma y con el propdsito de identificar las
diferencias fenotipicas, esto es por ejemplo, su adaptacién a diferentes ambientes
o su capacidad de producir diversos metabolitos, a partir del genotipo de cada
cepa.

Por lo tanto, desde la propuesta para el estudio del pangenoma, se han utilizado
activamente un gran niUmero de herramientas computacionales; a fines de 2014,
Panseq y PGAP (Pan-Genomes Analysis Pipeline) se clasificaron como los dos
paquetes mds populares segun las citas acumuladas de publicaciones cientificas
revisadas por pares. Las funciones de los paquetes de software, aunque variables
entre ellas, incluyen categorizar genes ortélogos, calcular perfiles pangendmicos,
integrar anotaciones genéticas y construir filogenias (Xiao et al., 2015).
Actualmente, existen muchas otras herramientas desarrolladas que permiten
analizar un pangenoma desde diferentes aproximaciones como el contenido
proteico, el contenido de dominios o el contenido de regiones reguladoras de los
genomas.
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Segun la definicidon previa, el perfil genético (contenido) de un pangenoma se
divide en fres grupos: nicleo (compartido por todos los genomas), genes
prescindibles y especificos de cepa (o aislado). Los avances recientes en las
tecnologias de secuenciacion de nueva generacion y la metagendmica han
levado a un cambio de paradigma en la gendmica microbiana de pocas
comparaciones gendmicas a estudios pangendmicos a gran escala en diferentes
escalas de resolucion filogenética (Tettelin et al., 2005).

Un pangenoma se puede definir como abierto o cerrado (infinito o finito), de
acuerdo con la capacidad de la especie para adquirir ADN exdégeno, es decir
genes adicionales que implicarian tener la maquinaria para usarlos y poseer una
gran cantidad de ARN ribosomal para interpretar dicha informacién, lo que en el
caso del pangenoma cerrado no ocurriria. La naturaleza abierta o cerrada de un
pangenoma estd ligada al estilo de vida de las especies bacterianas estudiadas,
por lo cual, las especies alopdtricas que viven aisladas en un nicho estrecho
generalmente tienen un genoma pequeno y un pangenoma cerrado, porque
estdn especializadas, mientras que especies simpdtricas, que viven en una
comunidad, tienden a tener grandes genomas y un pangenoma abierto, ademds
de una alta transferencia horizontal de genes y varios operones ribosémicos (Rouli
et al., 2015). Ademds, segun lo citado por Dagan y Martin (2006), un drbol basado
en un solo gen o en genes que codifican proteinas ribosomales completas es
demasiado simplista y no representa la realidad. Por el contrario, el estudio de
pangenomas con diferentes herramientas puede ayudar a definir las especies
(Rouli et al., 2015).

El concepto de pangenoma tiene consecuencias importantes para la forma en
gue entendemos la evolucidén bacteriana, la adaptaciéon y la estructura de la
poblacidn, asi como para cuestiones mds aplicadas, como el diseno de vacunas o
la identificacion de genes de virulencia (Mira et al., 2010). En sintesis, los estudios de
pangenoma se han vuelto casi esenciales para las para explorar el genoma
bacteriano y entender el funcionamiento metabdlico del mismo para
aprovecharlo en el dmbito industrial.

En el Anexo 1, se hace una descripcion de los programas utilizados en este estudio.

De acuerdo con lo expuesto anteriormente, hace mucho tiempo se reconocié que
la diversidad entre las cepas procariotas es mucho mayor que entre, por ejemplo,
individuos en una subpoblacion humana. Todos los humanos comparten, mds o
menos, los mismos genes, y las diferencias entre los individuos a menudo se
encuentran en las partes reguladoras del genoma. En coniraste, dos cepas
diferentes de E. coli pueden ser muchas veces mds diversas que los humanos y los
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chimpancés, con tal vez el 20% de diferencia (Snipen & Liland, 2015). La gendmica
comparativa microbiana se ha centrado en la mayoria de los casos en los genes
cenftrales, es decir, los genes conservados en todas las cepas. En la pangendmica
se consideran todos los genes, también los denominados genes accesorios. En
todos los casos, un "gen" es en realidad una familia de genes o un grupo de
secuencias similares, y solo son considerados los genes codificadores de proteinas.
Una familia de genes suele ser sinbnimo de una coleccion de ortdlogos, es decrr,
genes que desempenan papeles idénticos en diferentes genomas (Snipen & Liland,
2015).

4. Metodologia
Se describe cada uno de los pasos realizados y técnicas empleadas para el
desarrollo del proyecto. Se redacta en pasado.

4.1 Genomas utilizados en este estudio

Se seleccionaron 15 genomas de la especie Xanthomonas campestris en los
formatos que se requieren para el andlisis en los softwares a usar (FASTA, Genbank,
GFF) disponibles en la base de datos Assembly del Centro Nacional para la
Informacion Biotecnoldgica (NCBI) del Instituto Nacional de Salud de los Estados
Unidos.

El criterio de seleccion fue escoger solo aquellos genomas que estuvieran
reportados como completos con el propdsito de garantizar una buena calidad en
el andlisis. Para evitar sesgos por las diferentes metodologias de anotacion utilizadas
en los trabajos de investigacidon que generaron estos genomas, se decidid hacer
las anotaciones propias de cada uno utilizando Prokka (Prokaryotic genome
annotation) disponible en Galaxy (https://usegalaxy.eu/). (Cuccuru et al, 2014;
Seemann, 2014).

Las indicaciones en Prokka para los archivos de salida fueron: base de datos
Xanthomonas campestris anotaciones de tRNA, rRNA, ncRNAs, archivo FASTA de
proteinas de las secuencias CDS fraducidas (.faa), anotacion en formato GFF3, que
contiene tanto secuencias como anotaciones (.gff), archivo GenBank estdndar,
con un registro para cada secuencia (.gbk), archivo FASTA con anotacion en la
secuencia de nucledtidos , anotaciones en formato tabular, incluidos los COG y
estadisticas relacionadas con las caracteristicas anotadas encontradas.

Las caracteristicas generales de las cepas y genomas analizados se informan en la
Tabla 2.
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Tabla 2. Informacion sobre las cepas y genomas de Xanthomonas campestris investigadas en el presente estudio

CEPA

ATCC 33913

8004

CN18

CN17

CN12

B100

3811

MAFF302021

CNO3

CN14

CN15

pv. raphani
756C

ICMP 21080

ICMP 4013

pv. badrii

*ORF: Open Reading Frame - marco abierto de lectura.

ORIGEN

Brassica y Arabidopsis

Brassica

Brassica juncea var.
Foliosa

Brassica rapa subsp.
Chinensis

Brassica napus subsp.

Oleifera

Brassica

Brassica oleracea

Brassica oleracea

Brassica rapa subsp.
Pekinensis

Brassica juncea var.
Foliosa

Brassica rapa subsp.
Chinensis

Brassica spp.,
Raphanus sativus,
Capsicum annuum,
Lycopersicon
esculentum,
Nicotiana tabacum
Brassica

Brassica oleracea var.
Capitata

Xantltium
strumarium, Pisum
sativum

ORF*

4067

4355

4315

4499

4351

4368

4341

4148

4138

4393

4368

4136

4310

4344

4287

%
GC
65.7

65.1

65.1

65

65.1

65.1

65.2

65.4

65.4

65.1

65.2

65.4

65.1

65.1

65.2

TAMANO
(BP)
5076188
5148708
5261244
5122268
5115137
5079002

5072566

5048651

5111737

5082555

5114892

4941214

4911121

4908383

4955824

NUMERO DE
ACCESO
GCF_000007145.1

GCF_000012105.1

GCF_002776835.1

GCF_002776715.1

GCF_002776775.1

GCF_000070605.1

GCF_002879955.1

GCF_009177345.1

GCF_002776735.1

GCF_000401735.2

GCF_000403575.2

GCF_000221965.1

GCF_001186415.1

GCF_001186465.1

GCF_012848175.1

REFERENCIA

da Silva et al.,
2002

Quian et al.,
2005

Denancé et al.,
2018

Denancé et al.,
2018

Denancé et al.,
2018

Vorholter et
al., 2008

Kong et al.,
2019

Takeuchi &
Mitsuhara
(2020).

Denancé et al.,
2018

Denancé et al.,
2018

Denancé et al.,
2018

Bogdanove et
al., 2011

Desai et al.,
2015

Desai et al.,
2015

Patel et al.,
1950

19



4.2 Determinacion del pangenoma

Determinacion del pangenoma a través de BPGA y MICROPAN

BPGA usa USEARCH como la heramienta de agrupacion de ortélogos
predeterminada. En este estudio se eligieron porcentajes de similitud de 70% y 90%.,
ya que en la literatura se sugieren dichos porcentajes para hacer comparacion
gendmica a nivel de especie (Barh et al., 2020). Con la informacién de los clUster
se determind la matriz de pangenoma basado en la presencia (1) o ausencia (0)
de genes. A partir de esta informaciéon se clasificaron los genes que pertenecen al
genoma central (presentes en las 15 cepas seleccionadas), genoma accesorio
(presentes enfre 2 y 14 cepas) o al genoma Unico (genes presentes en una sola
cepa). Adicionalmente tomando 20 genes aleatorios del Core o genoma central
se construyd la filogenia la cual es mds robusta que la rRNA 16S porque tiene mds
marcadores. La secuencia de rRNA 16S se ha utilizado durante mucho tiempo sin
sentido critico como un reloj molecular para inferir las relaciones filogenéticas entre
los procariotas sin  dilucidar completamente los cambios evolutivos que
experimenta esta molécula, por lo que la funcionalidad de 16S rRNA que utilizan un
entorno experimental diferente, necesita ser probada, puesto que los genes 16S
rRNA tienen una capacidad de evolucidon neutral universal. Es indudablemente
cierto que los organismos evolucionan siguiendo el modelo evolutivo en forma de
drbol, pero las moléculas o ensamblajes (es decir, los genomas) de los mismos no
necesariamente siguen este modelo; de hecho, a menudo lo violan (Tsukuda et al.,
2017).

BPGA utiliza el algoritmo de Neighbor-Joining para generar los arboles filogenéticos
(Chaudhari et al., 2016). También con el propdsito de caracterizar la funcionalidad
del pangenoma se hicieron anotaciones para los cluster determinados utilizando la
base de datos Kegg y se hicieron anotaciones de COG.

Adicionalmente se caracterizd el pangenoma basado en la presencia de dominios
en las proteinas usando modelos ocultos de Markov a través del software HMMER
para contrastar con la metodologia de BPGA, lo anterior se llevd a cabo utilizando
el paguete R, micropan version 1.2.

Con lo anterior se determind si el pangenoma de la especie es abierto o cerrado,
su tamano v su fluidez y variabilidad a fravés de las distintas cepas analizadas.

Caracterizacion de metabolitos secundarios con ANTISMASH

Con esta herramienta se buscaron y caracterizaron los grupos de genes para la
produccion eventual de metabolitos secundarios, con lo que se podria revelar el
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potencial de Xanthomonas campestris, para producir nuevos compuestos de
interés a nivel industrial.

Para llevar a cabo este andlisis se ingresé al siguiente  link
https://antismash.secondarymetabolites.org/#!/start, una vez cargada la
secuencia en formato GenBank, se selecciond deteccion estricta y activacion de
las caracteristicas extra.

Alineacién multiple de secuencia gendmica conservada con reordenamientos con
MAUVE

Una vez instalado el software MAUVE disponible en
http://darlinglab.org/mauve/download.html, se procedi® a cargar las 15
secuencias de las cepas de estudio en formato gbk para hacer el alineamiento, los
pardmetros del software se dejaron por defecto.

5. Resultados y andlisis

5.1 Resultados obtenidos con BPGA
Caracteristicas genémicas generales

Los genomas de las cepas de X. campestris analizadas en este estudio muestran
heterogeneidad en el tamano de sus genomas. El genoma mds grande lo tiene la
cepa 8004 con un tamano de 5148708 bp, mientras que los genomas mads
pequenos pertenecen a las cepas pv. raphani 756C, con un tamano de 4941214
bp. e ICMP 21080, con un tamano de 4911121 bp. El tamano promedio de las 15
cepas trabajadas es de 5063299 bp. Son muchos los mecanismos mutacionales que
pueden producir cambios en el tamano del genoma. Algunos de ellos ocurren a
gran escala (duplicacion de todo el genoma), mientras que ofros ocurren a una
escala muy pequena (pérdida o ganancia de unos pocos nucledtidos). Para el
caso de estudio, esto cobra relevancia en el hecho de a futuro, poder establecer
las relaciones en cuanto al estilo de vida de este microorganismo, el hdbitat y sus
mecanismos de patogenicidad

El contenido G+C varia de 65.1% (en la mayoria de las cepas) a 65.7 % (para la
cepa ATCC 33913). El contenido promedio de G+C es de 65.2%.

Andlisis del pangenoma en BPGA

El pangenoma de la especie X. campestris es abierto de acuerdo al andlisis
realizado en BPGA con un porcentaje de similitud de 70% y 90% entre las cepas
bajo estudio. La distribucidon de los genes que se comparten enfre las cepas, os
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genes Unicos y los genes accesorios se muestran en la Figura 4, de acuerdo con el
porcentaje de similitud.

Con 70% de similitud se tienen 1206 genes Unicos y 2997 genes que se comparten
entre las 15 cepas. A su vez, con 90% de similitud se tiene 3064 genes Unicos y 1632
genes que se encuentran en todas las cepas analizadas.

A)
3500
+ 3000
i)
E 2500
O
% 2000
© 1500 B BPGA-0.7
[J]
£ 1000 HBPGA-0.9
Z 500
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Numero de genomas
B) C)

) &

= Core ® Unicos = Accesorios m Core mUnicos = Accesorios

Figura 4. Andlisis del pangenoma. A) Numero de genomas versus numero de cluster. Porcentaje de genes del core, tnicos
y accesorios con B) 70% y C) 90% de similitud
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Figura 5. Resultados del core y el pan genoma en A) 70% y B) 90% de similitud

De acuerdo con la Ley de Heaps, cuando a> 1 (y <0), el pangenoma se considera
cerrado, y la adicién de nuevos genomas no aumentard significativamente el
numero de nuevos genes. Por otro lado, cuando a <1 (0 <y <1), el pangenoma estd
abierto, y para cada genoma recién agregado, el nUmero de genes aumentard
significativamente (Guimaraes et al., 2015).

A partir de los resultados obtenidos haciendo uso de BPGA se observa:

70 % similitud
PAN GENOME CORE GENOME
Fit law POWER EXPONENTIAL
Equation f(x)=a.xA\b f1(x)=c.eN(d.x)
Parameters a=4120.19 c= 3736.56
b=0.152211 d=-0.0202102
Expected Size 6089 0
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Estimated Size 6222.02 2759.4

90 % similitud

PAN GENOME CORE GENOME
Fit law POWER EXPONENTIAL
Equation f(x)=a.xAb f1(x)=c.eN(d.x)
Parameters a=4385.92 c=3833.48

b=0.250218 d=-0.0862478
Expected Size 8238 0
Estimated Size 8636.54 1051.33

En ambos andlisis se obtuvo un pangenoma abierto con un y de 0.15 para 70% de
similitud y de 0.25 para un 90% de similitud. Esto no significa que la cantidad de
genes de esta cepa sea infinita; lo que indican los resultados es que se requieren
mdas genomas para una caracterizacion completa del conjunto de genes que
definen la especie X. campestris.

Un pangenoma abierto es tipico de grupos taxondmicos, que pueden colonizar
multiples ambientes teniendo la oportunidad de intercambiar material genético
con una variedad de diferentes fuentes, enriqueciendo efectivamente su reserva
genética con genes nuevos que pudieran conferirle caracteristicas evolutivas en
términos de resistencia a factores ambientales, patogenicidad o produccion de
metabolitos secundarios, lo cual es el tema central de este estudio (Tian et al., 2016).

Ademds, esto podria tener importantes implicaciones evolutivas, ya que podria
sugerir que se ha obtenido un nUmero relativamente alto de genes a través de
eventos como la transferencia horizontal de genes, que podria haber jugado un
papel clave en la configuracién de la diversidad gendmica entre las cepas
analizadas.

Caracterizacion funcional del pangenoma de Xanthomonas campestris

El pangenoma es un concepto poderoso que se puede utilizar para representar
eficazmente la taxonomia de una bacteria y que proporciona informacion sobre
las categorias funcionales. La figura 6 muestra para cada seccidén de genes (core,
accesorio y genoma Unico) una categoria funcional.
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Figura 6. Grupos de genes ortdlogos (COG). Categorias funcionales del nucleo (CORE), genoma accesorio (ACCESSORY) y
genes unicos (UNIQUE) para 70% de similitud

[D] Control del ciclo celular, divisién celular, particién cromosdémica
[M] Biogénesis de pared celular / membrana / envoltura

[N] Motilidad celular

[O] Modificacion postraduccional, recambio proteico y chaperonas
[T] Mecanismos de transduccidén de senales

[U] Trafico intracelular, secrecién y transporte vesicular

[V] Mecanismos de defensa

[J] Traducciodn, estructura ribosdémica y biogénesis

[K] Transcripcion

[L] Replicacién, recombinacidén y reparacion.

[C] Produccién y conversién de energia.

[G] Transporte de carbohidratos y metabolismo

[E] Transporte de aminodcidos y metabolismo.

[F] Transporte de nucledtidos y metabolismo

[H] Transporte de coenzima y metabolismo

[I] Transporte de lipidos y metabolismo

[Q] Metabolitos secundarios, biosintesis, fransporte y catabolismo
[P] Transporte de iones inorgdnicos y metabolismo

[R] Solo prediccién de funcion general
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[S] Funcién desconocida

La mayor parte de los genes centrales estdn involucrados principalmente en
procesos metabdlicos y estructurales (p. ej., COG categorias R, E, M, S, G), ademds
de procesos como la franscripcion, traduccion y replicacion, como es de
esperarse.

En las categorias de metabolismo y tfransporte de carbohidratos y nucledtidos (G y
F) se presenta una mayor proporcion en el genoma central y de manera equitativa
para el genoma accesorio y Unico.

Se tiene una alta proporcidon en las familias de genes accesorios y Unicos, con
respecto al genoma central para la categoria de metabolitos secundarios (Q), lo
cual induce a que las cepas propuestas en este estudio pudieran ser productoras
de sustancias de interés en diferentes industrias, no solamente en la produccion de
la goma xantana como producto de interés industrial.

A continuacién, se presenta el andilisis KEGG de rutas metabdlicas que se obtuvo
con BPGA con 70% de similitud. Cabe destacar que se suprimieron algunas de las
categorias que por defecto analiza el software, ya que se tomo la decision omitir
aquellas que tuvieran menor del 1% de proporcion en las tres familias de genes
(core, Unico y accesorio). En la categoria de biosintesis de metabolitos secundarios
se observa muy baja proporcion en las 3 familias de genes. Sin embargo, en la
categoria de metabolismo de carbohidratos las proporciones para los genes
cenfrales y accesorios es de 13y 11%, respectivamente, lo que permite inferir que
esta categoria podria presentar variabilidad entre las cepas analizadas lo cual a su
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vez se relaciona con la produccion de la goma xantana, constituida de unidades
de carbohidratos.
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Figura 7. Andlisis KEGG. Para rutas del genoma nticleo (CORE), genoma accesorio (ACCESSORY) y genoma Unico
(UNIQUE) para 70% de similitud

Una vez asociadas a una superficie, las bacterias pueden adherirse a ella mediante
estructuras de union especificas como fibrillas de celulosa, proteinas de membrana,
pili o polisacdridos extracelulares (EPS). Este aspecto se relaciona bastante con el
hdbitat del microorganismo; tfeniendo en cuenta que X. campestris se puede aislar
de suelos y de plantas infectadas, es importante considerar su mecanismo de
accion en plantas, como en el caso del movimiento de la bacteria en el suelo. Se
ha planteado la hipdtesis de que las bacterias emplean adhesinas especificas en
entornos donde hay fuertes fuerzas fisicas. Debido a la improbabilidad de las fuerzas
de cizallamiento fuertes y continuas en el suelo, las bacterias probablemente no
usan adherencia extensivamente, excepto cuando ocupan sitios que ofrecen
cierta proteccion, o son ricos en nutrientes, o en las raices, porque el movimiento
de las raices podria proporcionar fuerzas fisicas suficientemente fuertes para causar
su eliminacion (Hillel & Hatfield, 2005).
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La categoria de biosintesis y metabolismo de glucanos alcanzé la mayor
proporcion para genes Unicos con un valor de 4.9%.

El metabolismo de lipidos presenta la mayor proporcion para los genes Unicos, con
un valor de 6.6%.

Lo anterior se relaciona con la produccién de la goma xantana de acuerdo con la
cepa de estudio. Es importante determinar y relacionar la expresion de dichos
genes bajo diferentes condiciones ambientales para evaluar qué podria propiciar
la sobreexpresion de estas regiones de acuerdo con el tipo de sustrato, pH vy
temperatura en la que se cultive el microorganismo en cuestion.

Por Ultimo, para la categoria de transduccion de senal se fienen los siguientes
valores 5.57%, 16.96% y 11.04% para el genoma central, accesorio y Unico,
respectivamente.

A continuacion, se presentan los resultados obtenidos del andlisis en 90% de similitud
para COG y KEGG.

El andlisis de categorias COG con el 0% de identidad muestra altas proporciones
en las mismas categorias que para el andlisis realizado con 70% de similitud, pero
mostrando valores mds altos para la familia de genes accesorios y Unicos. Este
aspecto es evidente para la categoria de biogénesis y desarrollo de pared vy
membrana celular, aligual que para el metabolismo y tfransporte de carbohidratos.
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Figura 8. Grupos de genes ortélogos (COG). Categorias funcionales del nticleo (CORE), genoma accesorio (ACCESSORY) y
genes unicos (UNIQUE) para 90% de similitud
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De acuerdo con el andlisis KEGG, se observa una alta proporcidn para la categoria
de metabolismo de carbohidratos, en lo que respecta a genes Unicos. Asi mismo,
se observa, una alta proporcidon para el metabolismo de aminodcidos. Este
resulfado se puede interpretar si se considera el hecho de que, si hay genes Unicos
en esta categoria, las cepas podrian usar diferentes sustratos y de esta manera
colonizar diferentes ambientes. Adicionalmente, en la produccion a escala de
laboratorio y a escala industrial es importante contar con varias fuentes de carbono
para evaluar la viabilidad técnica y econdmica del proceso.
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Figura 9. Andlisis KEGG. Para rutas del genoma nticleo (CORE), genoma accesorio (ACCESSORY) y genoma unico
(UNIQUE) para 90% de similitud

Andlisis de genes responsables de la producciéon de goma xantana
Andlisis para un 70% de similitud

Se observd la presencia de los genes gumD, gumH, guml, gumK en las quince cepas
analizadas. Sin embargo, sélo algunas de ellas han sido reportadas como
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productoras de goma xantana. Lo cual sugiere la necesidad de disponer de
regiones de regulacion en el genoma para su sintesis.

Cluster Gi_Name Annotation

UDP-glucose:undecaprenyl-phosphate glucose-1-
1096 Prokka:CNOKAHHB_01764 gumD phosphate transferase
UDP-glucuronate:glycolipid 2-beta-
1599 Prokka:GLKPIJAN_01744  gumK glucuronosyltransferase

GDP-mannose:cellobiosyl-diphosphopolyprenol alpha-
1827 Prokka:KCDCCFJN_02104 gumH mannosyltransferase

2102 Prokka:NFGADIDN_01711 guml GDP-mannose:glycolipid 4-beta-D-mannosyltransferase

La ruta de sintesis de la goma xantana involucra UDP-glucosa, GDP-manosa y UDP-
glucuroénico.

Al filtrar las anotaciones con UDP - glucosa se enconfrd lo siguiente:

Annotation

UDP-glucose:undecaprenyl-phosphate glucose-1-
1096 Prokka:CNOKAHHB_01764 gumD phosphate transferase
1305 Prokka:GLKPIJAN_02726  tuaD UDP-glucose 6-dehydrogenase TuaD
UDP-glucuronate:glycolipid 2-beta-
1599 Prokka:GLKPIJAN_01744  gumK glucuronosyltransferase

1765 Prokka:KCDCCFJN_03000 ugd UDP-glucose 6-dehydrogenase
1796 Prokka:DGFEBFEB_03894 galE UDP-glucose 4-epimerase
2387 Prokka:NPELLJKA_00408 - UDP-glucose 4-epimerase

El gen tuaD es central, lo cual implica que se encuentra en las quince cepas. A su
vez, el gen ugd es Unico de la cepa ATCC 33913.
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Regiones denominadas xpslll, xpslV y xpsVI, asi como un grupo de genes de 35,3 kb
contienen varias regiones codificantes necesarias para la biosintesis de nucledtidos
requeridos para la produccion de xantano vy lipopolisacdridos (Becker et al., 1998).

Al filtrar el gen xps en la matriz de anotaciones se obtiene lo siguiente:

Cluster Gi_Name Annotation

366 Prokka:ICODJPOJ 03650 xpsD Secretin XpsD
780 Prokka:NPELLJKA 00761 xpsE Type Il secretion system protein E
3027 Prokka:KCDCCFJN_00397 xpsN General secretion pathway protein N

Los tres genes detectados en el andilisis son del genoma central.

Segun Becker et al. (1998) la mayoria de los genes gum podrian ser alterados dentro
de la cepa de fipo salvaje. Sin embargo, los genes gumB, gumC, gumE, gumM y
gumJ solo podrian mutar cuando se expresan en una cepa defectuosa de UDP-
glucosa ya que su inactivacién en cepas de tipo salvaje parecia ser letal. Sin
embargo, en este andlisis se observa la ausencia de dichos genes. Adicionalmente,
la deficiencia de dichos genes podria recuperarse por la infroduccién de un
pldsmido que lleva la codificacion de la regidn para el dominio C-terminal de
GumbD, que parece ser responsable de su actividad glucosil-1-fosfato transferasa
Becker et al. (1998).

Dado que los genes gumB, gumC y gumE parecen acumular subunidades
completas de xantano in vitro y no pueden sintetizar el polimero, los productos de
estos genes pueden ser necesarios para la polimerizacidén o exportacion del
polimero.

Aungue la funcidon del producto gumJ no se puede asociar con un paso biosintético
de goma particular, no se puede descartar un papel de secrecidén para gumJ.
Alternativamente, podria ser necesario para evitar la acumulacion de un producto
NoCivo O para reciclar sustratos esenciales (Becker et al., 1998).

La sintesis de estas y otras enzimas extracelulares y xantano se activa por los
productos de un grupo genes denominados rpf. Al buscar en la matriz de
anotaciones dichos genes se obtuvo:
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Cluster Gi_Name Annotation

438 Prokka:DKBECLLH_02313 rpfC_1 Sensory/regulatory protein RpfC
Cyclic di-GMP phosphodiesterase response
1842 Prokka:DKBAFDHH_02149 rpfG_2 regulator RpfG
Cyclic di-GMP phosphodiesterase response
2309 Prokka:KCDCCFJN_02004 rpfG_2 regulator RpfG
2721 Prokka:BLGKLHJB_03180 rpfC_3 Sensory/regulatory protein RpfC
3615 Prokka:KCDCCFJN_02207 trpF N-(5'-phosphoribosyl)anthranilate isomerase
Prokka:CNOKAHHB_0239
3911 3 rpfC_3  Sensory/regulatory protein RpfC

Todos ellos del genoma central. La secuencia de uno de estos genes, rpfC, mostro
homologia con los miembros de la clase de proteinas reguladoras de dos
componentes. Estos factores parecen estar equilibrados por al menos un gen no
vinculado que regula negativamente la sintesis de las enzimas extracelulares y el
xantano (Tang et al. 1990).

Andlisis para un 90% de similitud

El gen gumD y gumH son del genoma central, mientras que gumK 'y guml son Unicos
de la cepa ATCC 33913.

Gi_Name Annotation

UDP-glucose:undecaprenyl-phosphate glucose-1-
1469 Prokka:CNOKAHHB 01764 gumD phosphate transferase

UDP-glucuronate:glycolipid 2-beta-
2125 Prokka:GLKPIJAN_01744  gumK glucuronosyltransferase

UDP-glucuronate:glycolipid 2-beta-
2191 Prokka:KCDCCFJN_02101 gumkK glucuronosyltransferase

GDP-mannose:cellobiosyl-diphosphopolyprenol
2424 Prokka:KCDCCFJN_02104 gumH alpha-mannosyltransferase

GDP-mannose:glycolipid 4-beta-D-
2800 Prokka:NFGADIDN_01711 guml mannosyltransferase

GDP-mannose:glycolipid 4-beta-D-
2849 Prokka:KCDCCFJN_02103 guml mannosyltransferase
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Al filtrar la matriz de anotacion con UDP — glucosa se encuentran los genes gumD
(genoma cenftral), gumK en el genoma accesorio y Unico en la cepa ATCC 33913.
El gen tuaD es accesorio, presente en 14 cepas; no estd presente en la ATCC 33913.
El gen ugd es Unico de ATCC 33913 mientfras que el gen galE es accesorio de 14
cepas, sin estar presente en la ATCC 33913.

Annotation

1469
1736

2125

2191
2345
2387
3186
8118

UDP-glucose:undecaprenyl-phosphate glucose-1-
Prokka:CNOKAHHB_01764 gumD phosphate transferase

Prokka:GLKPIJAN_02726  tuaD UDP-glucose 6-dehydrogenase TuaD

UDP-glucuronate:glycolipid 2-beta-
Prokka:GLKPIJAN_01744  gumK glucuronosyltransferase

UDP-glucuronate:glycolipid 2-beta-
Prokka:KCDCCFJN_02101 gumK glucuronosyltransferase

Prokka:KCDCCFJN_03000 ugd UDP-glucose 6-dehydrogenase
Prokka:DGFEBFEB_03894 galE UDP-glucose 4-epimerase
Prokka:NPELLJKA_ 00408 - UDP-glucose 4-epimerase
Prokka:KCDCCFJN_01219 tuaD UDP-glucose 6-dehydrogenase TuaD

Adicionalmente, para la anotacion GDP-Manosa se encontraron los siguientes

cluster:

Cluster

2424

2433

2448

2800
2836

2849
2858
3463
5117
7846

Gi_Name Gen Annotation

GDP-mannose:cellobiosyl-diphosphopolyprenol
Prokka:KCDCCFJN_02104 gumH alpha-mannosyltransferase

GDP-mannose-dependent alpha-
Prokka:KCDCCFJN_00719 mgtA mannosyltransferase

GDP-mannose-dependent alpha-
Prokka:NFGADIDN_03243 mgtA mannosyltransferase

GDP-mannose:glycolipid 4-beta-D-
Prokka:NFGADIDN_01711 guml mannosyltransferase
Prokka:KCDCCFJN_03013 gmd GDP-mannose 4,6-dehydratase

GDP-mannose:glycolipid 4-beta-D-
Prokka:KCDCCFJN_02103 guml mannosyltransferase
Prokka:NIDCJLAI_00746 gmd GDP-mannose 4,6-dehydratase
Prokka:BLGKLHJB_03775 gmd_1  GDP-mannose 4,6-dehydratase
Prokka:DKBECLLH_01596 nudK GDP-mannose pyrophosphatase NudK
Prokka:NFGADIDN_03601 gmd GDP-mannose 4,6-dehydratase

Del andlisis anterior, se destaca la presencia del gen gmd, el cual es Unico para la
cepa ATCC 33913 y CMP 4013. Ademds, el gen gmd_1 es Unico para la cepa 8004.
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En cuanto ala presencia de genes xps, se observd que xpsE es del genoma central.
Los genes xpsD y xpsN son Unicos de la cepa ATCC 33913.

Cluster Gi_Name Gen Annotation
480 Prokka:ICODJPOJ_03650  xpsD Secretin XpsD

514 Prokka:KCDCCFJN_00398 xpsD Secretin XpsD

517 Prokka:0JGHHOKI_03708 xpsD Secretin XpsD

1035 Prokka:NPELLIKA_00761  xpsE Type Il secretion system protein E

4067 Prokka:KCDCCFJN_00397 xpsN General secretion pathway protein N

4133 Prokka:DGFEBFEB_00703 xpsN General secretion pathway protein N

5.2 Resultados de MICROPAN
A confinuacion, se presenta la estimacion del tamano del pangenoma vy la
distribuciéon de los clUster en las diferentes cepas de estudio.
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Figura 10. Comparacion del andlisis en BPGA y Micropan

El tamano estimado del core fue de 418 cluster y el pangenoma de 4178 clUster. La
ley de Heaps en micropan permitié obtener un intercepto de 229.64 y un alfa de
1.0906, lo que indica un pangenoma cerrado.
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Adicionalmente se analizd la distribucion de los genes en el genoma cenftral,
accesorio y Unico obteniendo el siguiente esquema:

0.00%

0.991

0.217

0.85 0.523

Figura 11. Distribucion de los genes en el genoma central, accesorio y unico

08 09

o7

0.6

En la Figura 7 se observa que la mitad de los genes se encuentran en el genoma
de las 15 cepas, lo que representa el genoma cenfral (Grea azul oscura), mientfras
que los genes que tienen una proporcidon de 0.009 (drea rosada) indica la
probabilidad de los genes de pertenecer a un solo genoma, es decir la categoria
de genes Unicos. Los otros genes (representados por azul claro, verde y naranja)
corresponden al genoma accesorio.

Mimero de cluster
2400 2500 2600

2300

2200

Nimere de genomas

Figura 12. Numero de cluster de acuerdo a los genomas de las cepas analizadas

35



En la figura 12 se observa que hay un aumento de los clUster en la medida que
aumentan los genomas.

Histograma de la distancia de Jaccard
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Figura 13. Distancia de Jaccard

Adicionalmente se calculé la distancia de Jaccard, la cual define una distancia de
cero para genomas idénticos y una distancia de 1 para genomas completamente
diferentes. Con este andlisis se buscé determinar en qué porcentaje difiere un
genoma de otro. Como resultado que se obtuvo que la mayoria de los genomas
difiere en promedio en un 9.4%, teniendo genomas que son casi idénticos (con
valores de Jaccard muy cercanos a cero) y genomas que difieren en un 20%, como
se muestra en la Figura 13.

La diferencia de genomas puede deberse a que se frata de organismos procariotas
gue son mucho mads diversos y que intercambian rdpidamente material genético
usando diferentes mecanismos que promueven la diversidad genética, por
ejemplo, la ftransferencia horizontal de genes. La recombinacién provoca
reordenamientos frecuentes del genoma, la fransferencia horizontal introduce
nuevas secuencias en los cromosomas bacterianos y las deleciones eliminan
segmentos del genoma. En consecuencia, cada genoma es un mosaico de
segmentos Unicos especificos del lingje, regiones compartidas con un subconjunto
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de otros genomas y segmentos conservados entre todos los genomas en
consideracion (Darling et al., 2004).

Se sabe que los genomas sufren varios tipos de eventos evolutivos a gran escala.
La duplicacion de genes puede dar lugar a la existencia de genes pardlogos,
mientras que la pérdida de genes puede eliminar una copia y ocultar el supuesto
de la ortologia. El reordenamiento de los elementos genéticos ocurre por
mecanismos tales como la inversion repetida o la translocacion. La fransferencia
horizontal infroduce nuevos elementos genéticos en genomas bacterianos (Darling
et al., 2004).

5.3 Resultados obtenidos en ANTISMASH
Identificacion de grupos de genes biosintéticos

La diversidad metabdlica especializada se hizo con antiSMASH; los resultados se
procesaron mediante Excel. Se identificaron clUster de sideréforos (xantoferrina),
enzimas de tipo péptido sintasa no ribosomal (NPRS) y arilpolienos
(xanthomonadina ) en la mayoria de las cepas. Los resultados se muestran en la
Figuras 14y 15, y anexo 2.
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Figura 14. Resultados de antiSMASH (1)
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Figura 15. Resultados de antiSMASH (1)

Las cepas CN12y pv. Raphani 756C presentaron posiciones diferentes de los cluster
en el genoma. pv. Badrii fue la cepa que presento mayor nUmero de metabolitos
secundarios (Figura 15b).

En particular, las xantomonas promueven la biosintesis de siderdforos y la expresion
de un clUster de genes de captacion xss (sintesis de sideréforos de Xanthomonas)
implicados en la produccién de un sideréforo de tipo vibrioferrina. La Xanthoferrina
es un siderdforo de tipo hidroxicarboxilato que se requiere para el crecimiento en
condiciones de baja temperatura y para una virulencia éptima. Una mutacion en
el gen xssA de sintesis de siderdforos causa deficiencia en la produccion de
sideréforos en condiciones de bajo contenido de hierro (Pandey et al., 2017).

La captaciéon y el metabolismo del hierro son cruciales para el crecimiento y la
supervivencia de los patdégenos bacterianos denfro de sus huéspedes. En
condiciones bajas en hierro, las bacterias producen y segregan sideréforos.

La homeostasis celular del hierro es critica para la supervivencia y el crecimiento.
Las bacterias emplean una variedad de estrategias para secuestrar el hierro del
medio ambiente y almacenar el excedente de hierro intracelular que se puede
utilizar en condiciones de restriccion de hierro, al tiempo que limitan el potencial
para la produccion de especies reactivas de oxigeno inducidas por hierro (ROS)
(Javvadi et al., 2018).
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5.4 Resultados MAUVE

Los genes gum se encuentran en regiones conservadas de los genomas de las
quince cepas (Ver region color rojo en el Anexo 3). Con lo anterior, se concluye que
hay sintenia entre los genomas, es decir que se conserva la ubicacion espacial de
dichos genes en los genomas analizados.

5.5  Propuesta para el mejoramiento en la produccion de goma
xantana

La fermentacion exitosa de la goma xantana requiere una comprension clara del
entorno microbiano vy la cinética involucrada. El estudio del sistema celular se ve
ampliamente favorecido sise conocen los genes que se conservan en las diferentes
cepas y su potencial aplicaciones en la produccién de metabolitos secundarios.
Este hecho permite alcanzar avances a escala de laboratorio, a partir del
mejoramiento de especies celulares, asi como el mejoramiento de los bioprocesos
y la optimizacién en la produccién de los mismos.

De acuerdo a lo anterior, se recomienda realizar ensayos experimentales sobre |as
cepas tenidas en cuenta en este estudio para evaluar el efecto de diferentes
variables ambientales y operaciones que podrian contribuir con la produccion de
sustancias de interés. Avanzar en el entendimiento del sistema celular, sus
condiciones de cultivo y sus rutas metabdlicas, podrd permitir a futuro la eliminacién
de subproductos no deseados, a partir de modificaciones genéticas de las cepas
de produccion logrando una mejora en los procesos de separacién y con ello una
mejor recuperacion de xantano del liquido de fermentacion.

Se ha frabajado en multiples intentos para optimizar las variables de cultivo en la
fermentacion de goma de xantano, ya seaq, la composicion de nutrientes y la
técnica de alimentacion, la temperatura, pH, agitacién y la adicion de
antiespumante. La glucosa sigue siendo el mejor sustrato en términos de
rendimiento, suministro y calidad del producto. En cuanto a la produccion
convencional de xantano, la mezcla es el principal problema de culfivo, ya que el
caldo producido durante la etapa de produccidén es muy viscoso (Rosalam &
England, 2006).

Se han reportado diferentes cepas mutantes capaces de producir mejores
rendimientos de producto. Por ejemplo, la cepa mutante Xanthomonas campestris
WXLB-006 alcanzd un rendimiento de 17,8 g de goma por litro de cultivo en matraz.
Con la adopcion del confrol del pH, la adireacion y agitacion variadas, y la
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estrategia de alimentacion de glicerol variada, la produccion de xantano alcanzd
33.29g/Lenunfermentadorde 7 Ly en 60 horas (Wang et al., 2017).

En ofro estudio, se elimind el gen Xcc4015, que codifica para una AMP-ligasa,
relacionado con la sintesis xantormomonadinas; se observd que las cepas de
Xanthomonas que carecen de xantomomonadinas presentan una disminucion en
la produccidon de xantano. Los investigadores concluyeron que puede haber una
relacion entre la sintesis de xantomonomonadinas y el nivel de polisacdridos
extracelulares obtenidos. Los resultados demostraron que el uso de bacterias,
manipuladas genéticamente, en la produccion industrial de goma de xantano
podria reducir en gran medida el uso de etanol para la recuperacion de la goma
y el costo de produccioén (Daiet al., 2019). Estudios como estos se ven grandemente
favorecidos en la medida en que se conozca el role particular de diferentes genes
de clUsters, previamente identificados, en los procesos de sintesis del metabolito de
interés.

En este sentido, es importante promover la formulacion y desarrollo de disenos
experimentales que consideren el mejoramiento genético a partir del
conocimiento de su genoma y los potenciales blancos metabdlicos. Para el caso
particular, la manipulacion genética que permita sobre expresar los genes gum y
la produccion de las xantomonadinas, contribuye a la produccién de xantano y all
mejoramiento de las condiciones en las que se produce, para reducir
significativamente problemas de purificacion, separacién y manipulacion del
producto.

6. Conclusiones

- Haciendo uso del andlisis en BPGA se observd que el pangenoma de la
especie Xanthomas campestris fue abierto, mientras que en micropan fue
cerrado. Esto hecho se debe a que el primer software hace el alineamiento
de secuencias con base en la presencia o ausencia de genes, mientras que
el segundo lo hace a fravés de la agrupacion de dominios.

- Las proporciones de genes cenfrales, accesorios y Unicos fueron altas para
las categorias involucradas con la ruta de carbohidratos en KEGG como en
COG, para 70 y 90% de similitud. Este aspecto contribuye al entendimiento
de la biosintesis de goma xantana, la cual requiere de azucares para su
fabricacion como se observd en la ruta metabdlica presentada en la Figura
3B.

- Se podria inferir que la goma xantana es fundamental para el estilo de vida
fitopatdgeno de las especies del género Xanthomonas, ya que los genes
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involucrados en su produccion se encuentran conservado en todos los
genomas analizados.

- Una perspectiva evolutiva sobre los componentes del genoma de X.
campestris permitird tener nociones mas claras respecto a la manipulacion
genética de este microorganismo, a la comprension de su sistema celular,
asi como los mecanismos adaptativos de las caracteristicas especificas de
las cepas, incluida la produccion de nuevos metabolitos secundarios,
patogénesis y respuestas al estrés ambiental y fisioldgico.

- El pangenoma logré agrupar cada uno de los genomas con relaciéon a la
presencia y ausencia de los genes implicados en las rutas metabdlicas de
biosintesis de la goma xantana, lo cual podrd aprovecharse para realizar
manipulacién genética a escala de laboratorio y lograr asi altos
rendimientos en los procesos de produccion.
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ANEXOS
Anexo 1. Descripcion de los programas usados en este estudio

BPGA - Bacterial Pan Genome Analysis pipeline

BPGA es un paquete de software ulfrarrdpido que proporciona andlisis
pangendmico completo de microorganismos. Dentro de las caracteristicas de
BPGA es que permite al usuario seleccionar entre tres herramientas diferentes para
la agrupacion de ortdlogos: USEARCH (usando el 50% de corte de identidad de
secuencia por defecto; el usuario puede cambiar este valor de corte), CD-HIT y
OrthoMCL, siendo la primera la herramienta de agrupacion predeterminada
(Chaudhari et al., 2016).

BPGA realiza un paso de preprocesamiento para preparar datos de secuencia
para la agrupacion. La salida agrupada se procesa para generar una matriz binaria
de presencia/ ausencia de genes.

BPGA tiene siete mddulos funcionales: (i) Andlisis del perfil del pangenoma, (i)
Extraccidon de la secuencia del pangenoma, (i) Andlisis la familia de genes
exclusivos, (iv) Andlisis filogenético de las especies, (v) Andlisis funcional del
pangenoma, (vi) Andlisis de contenido de GC atipico vy (vii) Andlisis de subconjuntos
(Chaudhari et al., 2016). Los primeros fres mddulos se infegran como un solo paso
llamado Andlisis de pangenoma predeterminado, que incluye la clasificacion de
grupos ortdlogos en genes centrales, accesorios y Unicos, extraccidon de sus
secuencias, construccion y extrapolacion de las grdaficas del genoma central y del
pangenoma e identificacién de familias de genes que estdn presentes o ausentes
en un genoma especifico o subconjunto de genomas.

El mdédulo sobre andlisis filogenético de especies proporciona opciones para la
construccion de drboles sobre la base de la matriz del pangenoma, el genoma
centraly la Tipificacién de Secuencia de MUltiples locus in silico (MLST - por sus siglas
en inglés). El médulo para el Andlisis Funcional del Pangenoma realiza las
asignaciones COG (Clusters of Orthologous Groups of proteins) y KEGG (Kyoto
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Encyclopedia of Genes and Genomes - coleccion de bases de datos en linea de
genomas y rutas enzimdticas) para secuencias representativas de todas las familias
de genes ortdlogos y realiza un andlisis funcional comparativo para genoma
central, accesorio y Unico.

El mddulo de Andilisis de contenido de GC atipico es una caracteristica Unica de
BPGA, extrae las secuencias de genes que tienen contenidos atipicos de Guanina
y Citocina, es decir, genes con contenidos de G + C considerablemente mds altos
o bajos del contenido promedio de G + C de los genomas respectivos (es decir,
casos potenciales de transferencia horizontal de genes) (Chaudhari et al., 2016).

R-MICROPAN

R es una herramienta gratuita e independiente del sistema operativo muy utilizada
en bioinformdtica. El paquete micropan ofrece un conjunto de funciones
especificamente disenadas para la pangendmica microbiana. Una estructura de
datos central en un andlisis pangenoma es el matriz de pangenoma. Cualquier
andlisis de pangenoma se divide tipicamente en dos fases; primero, los cdlculos
pesados necesarios para establecer la matriz de pangenoma, y luego lo mds
interesante analizar donde se usa a menudo la matriz como entrada.

Cualquier estudio de pangenoma requiere un conjunto de archivos FASTA que
contengan las secuencias de proteinas de todos los genes en cada genoma. La
agrupacion de genes en familias de genes cldsicas (grupos de ortdlogos) es un
enfoque comun, y significa que todas las secuencias deben compararse con todas
las secuencias de forma directa (alineaciones por pares).

Una alternativa a la agrupacién basada en ortdlogos es escanear todos los genes
en busca de dominios de proteinas utilizando HMMER vy luego agruparlos por su
secuencia ordenada de dominios no superpuestos. La idea completa de esta
comparacién indirecta es comparar primero todas las proteinas con algun
conjunto de secuencias de referencia. Finalmente, la matriz se construye a partir
de los resultados de agrupamiento basados en comparaciones de HMMER.

El tamano del pangenoma puede estimarse mediante métodos sugeridos
previamente. La estimacién del limite inferior del tamano del pangenoma es una
estimacién conservadora, es decir, tiende a estar en el lado mds pequeno del
tamano real. El ajuste de un modelo de mezcla binomial tfambién producird una
estimacién conservadora del tamano del pangenoma, asi como una estimaciéon
del tamano del genoma cenfral. Tales modelos también dan una buena vista
grdfica de la composicion del pangenoma con respecto a los tipos de genes, que
van desde genes centrales (siempre o casi siempre presentes), genes accesorios (a
menudo presentes) hasta genes Unicos (observados en solo unos pocos genomas).
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La estimacion de que el pangenoma sea cerrado o abierto se puede hacer
mediante un tipo de modelo de ley de Heaps.

La ley de Heaps es una ley empirica que describe el nUmero de palabras distintas
en un documento (o conjunto de documentos) en funcidén de la longitud del
documento, y estd representada por la siguiente ecuacion:

n=kN ¢

En un contexto genético, n es el nUmero esperado de genes para un nimero dado
de genomas, N es el nUmero de genomas y ky a (a = 1-y) son pardmetros libres que
se determinan empiricamente (Guimaraes et al., 2015)

Otra caracteristica que describe la diversidad pangendmica es la fluidez gendmica
también implementada como una funcién en el paguete de micropan. La fluidez
es muy similar a la distancia de Jaccard, que es una medida de superposicidn entre
genomas con respecto a sus grupos de genes. Se pueden calcular tanfo las
distancias de Jaccard como las distancias de Manhattan entre genomas (Snipen
& Liland, 2015), siendo esta Ultima definida como la suma de las diferencias entfre
cada elemento de 2 genomas (Barh et al., 2020); ambas distancias consideran por
defecto solo la presencia y ausencia de cualquier grupo de genes en un genoma.

AntiSMASH - Antibiotic and Secondary Metabolite Analysis Shell

Los metabolitos secundarios producidos por microorganismos son la principal
fuente de compuestos bioactivos que se usan como medicamentos
antfimicrobianos y anticancerigenos, fungicidas, herbicidas y pesticidas. La
creciente disponibiidad de genomas microbianos ha establecido los andlisis
gendmicos como métodos muy importantes para la identificacion de sus grupos
de genes biosintéticos (BGC). La rdpida disminucion en el costo de la
secuenciacion del genoma ahora permite el descubrimiento de cientos o incluso
miles de grupos de genes que codifican la maquinaria biosintética para estos
compuestos, ademdads, la identificacion efectiva in silico de los objetivos mds
prometedores dentro de los genomas es esencial para la extracciéon exitosa de las
riquezas gendmicas disponibles (Medema et al., 2011).

antiSMASH es un software para la identificacién de grupos biosintéticos de
metabolitos secundarios a partir de la entrada gendmica y la prediccion de
productos producidos por los grupos identificados (Blin et al., 2014). En antiSMASH,
el usuario, que no necesita capacitacion especializada en bioinformdtica, puede
cargar secuencias del genoma microbiano que luego se extraen para vias
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biosintéticas de metabolitos secundarios de una manera tfotalmente
automatizada.

antiSMASH permite identificar loci biosintéticos que cubren todo el rango de clases
conocidas de compuestos de metabolitos secundarios (policétidos, péptidos no
ribosomales, terpenos, aminoglucdsidos, aminocoumarinas, indolocarbazoles,
lantibidticos,  bacteriocinas, nucledsidos, betalactdmicos, butirolactonas,
sider6foros, melaninas y otros). Alinea las regiones identificadas a nivel del grupo de
genes con sus parientes mds cercanos de una base de datos que contiene todos
los otros grupos de genes conocidos, e integra o enfrecruza todos los métodos de
andlisis de genes especificos de metabolitos secundarios previamente disponibles
en una vista interactiva (Medema et al., 2011)

Con los rapidos avances en las técnicas de secuenciacion de nueva generacion y
la metagendmica, la gendmica bacteriana ha cambiado. Desde estudios de un
solo genoma hasta la comparacion cruzada de cientos de miles de organismos a
diferentes escalas de resolucion filogenética. Un pangenoma se define como el
conjunto de todas las familias de genes Unicos que se encuentran en una o mds
cepas de una especie procariota. Debido a la amplia diversidad dentro de las
especies en el mundo microbiano, el pangenoma es a menudo muchas veces mas
grande que un solo genoma. Los estudios de pangenomas se han vuelto populares
debido al facil acceso a los datos de la secuencia del genoma completo para
procariotas. Un estudio pangendmico revela diversidad de especies y familias de
genes (Snipen & Liland, 2015).

MAUVE - Alineacion multiple del genoma con ganancia, pérdida y reordenamiento
genético

La alineacion precisa del genoma representa un requisito previo necesario para
innumerables andlisis gendmicos comparativos. Durante el curso de la evolucion,
los genomas experimentan procesos mutacionales tanto locales como a gran
escala. Las mutaciones locales afectan solo un pequeno nimero de nucledtidos e
incluyen la sustitucion e insercion o eliminacién de nucledtidos. Las mutaciones a
gran escala pueden incluir ganancia, pérdida o duplicaciéon de segmentos
grandes, generados por recombinacion desigual u ofros procesos. La tarea de
alineacion del genoma busca identificar los nucledtidos homodlogos en dos o0 mds
genomas, es decir, una alineacion del genoma idenfifica los nucledtidos que
descienden de un solo sitio en algun organismo ancestral (Darling et al., 2010).

Se espera que la comprension de las tasas y patrones de cada tipo de cambio
produzca informacion sobre varios procesos bioldgicos. El advenimiento de la
secuenciacion del genoma proporciona los datos necesarios para caracterizar las
tasas y los patrones de evolucidon del genoma. Las alineaciones del genoma
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pueden identificar cambios evolutivos en el ADN alineando regiones homalogas de
secuencia. Mauve es un paquete de software que intenta alinear regiones
ortélogas (entre secuencias en la que la divergencia acontece tras un evento de
especiacion), pardlogas (condicion evolutiva en la que la divergencia observada
acontece fras un evento de duplicacion génica) y xendlogas (relacion entre
secuencias dada por un evento de transferencia horizontal) entre dos o mds
secuencias del genoma que han sufrido cambios tanto locales como a gran
escala. El software estd disponible en: http://darlinglab.org/mauve/user-
quide/introduction.html (Darling et al., 2010). Mauve representa el primer sistema
de alineacién que integra el andlisis de eventos evolutivos a gran escala con la
alineaciéon tradicional de multiples secuencias. Al intfegrar estos pasos de andlisis
previamente separados, Mauve proporciona facilidad de uso y sensibilidad
adicional sobre otros sistemas, al comparar genomas con reordenamientos
significativos. Mauve identifica y alinea regiones de colinealidad local llamadas
blogues colineales locales (LCB). Cada bloque localmente colineal es una regién
homodloga de secuencia compartida por dos o mdas de los genomas en estudio, y
no contiene ningun reordenamiento de secuencia homaodloga (Darling et al., 2004).

Anexo 2. Resultados de antiSMASH para cada cepa

Cepa Resultado ANTISMASH

NC_003902.1 (Xanthomonas campestris pv. campestris str ATCC 33913)

1

(=,

I |
2
Region Type From To Most similar known cluster Similarity
EELBURIN siderophore B 3 607 435 3622159  xanthoferrin Other 100%
GEVLLPA NRPS & 4,570,582 4,614,562
SELLOEN  arylpolyene B 4 721273 4762469  xanthomonadin | & Other 1%
ATCC 33913
NC_007086.1 (Xanthomonas campestris pv. campestris str. 8004)
1 3
1 B0
2
Region Type From To Most similar known cluster Similarity
EEe NI siderophore B 1,325,930 1340654  xanthoferrin & Other 100%
EEL P NRPS & 4645246 4689226
SELLEE  arylpolyene & 4795391 4 836 587  xanthomonadin | @ Other 1%
8004
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NZ_CP017319.1 (Xanthomonas campestris pv. campestris str. CN18)

1

3
] ! ] !
Region Type From To Most similar known cluster Similarity
FEL LGN  [assopeptide & 733,040 755,453
RN siderophore B 1,329 589 1,344 313  xanthoferrin & Other 100%
ELLURIEE NRPS & 4 547 189 4 591,169
LGRS arylpolyene B 4,695,325 4736521  xanthomonadin | & Other 1%

No secondary metabolite regions were found in these records:
NZ_CP017321.1 (Xanthomonas campestris pv. campestris str. CN18)
NZ_CP017320.1 (Xanthomonas campestris pv. campestris str. CN18)
NZ_CP017322.1 (Xanthomonas campestris pv. campestris str. CN18)

CN18
NZ_CP017307.1 (Xanthomonas campestris pv. campestns str. CN17)
i ] [ ]
z 4
Region Type From To Most similar known cluster Similarity
FEVLIEN  |assopeptide B 716,279 738,692
CEL WAl siderophore & 1,328 574 1343298  xanthoferrin & Other 100%
FEVL R NRPS B 4534541 4578521
ELILL S arylpolyene B 4,682,669 4723865  xanthomonadin | & Other 71%
CN17
NZ_CP017310.1 (Xanthomonas campestris pv. campestris str. CN12)
o i i
2
Region Type From To Most similar known cluster Similarity
LG Y arylpolyene B 309,463 350,659  xanthomonadin | &  Other 71%
BE Wl siderophore @ 3738932 3753656  xanthoferrin & Other 100%
RENLLIEM |assopeptide @ 4,376,942 4,399 355
CN12
NC_010688.1 (Xanthomonas campestris pv. campestris)
1 3
1 B
2
Region Type From To Most similar known cluster Similarity
REV N siderophore & 1,302,241 1,316,965  xanthoferrin & Other 100%
EELLA NRPS B 4 563,198 4,607,178
B100 SELLL e arylpolyene B 4,711,711 4,752,907  xanthomonadin | & Other T1%
NZ_CP025750.1 (Xanthomonas campestris pv. campestris)
I B0
2
Region Type From To Most similar known cluster Similarity
RELDIRIM siderophore B 1,295 466 1,310,190  xanthoferrin & Other 100%
SEL A NRPS 4.556,627 4,600,607
3811 SELLUEN arylpolyene B 4,705,126 4746322  xanthomonadin | & Other 71%
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NZ_AP019684.1 (Xanthomonas campestris pv. campestris)
1

CNO3

No secondary metabolite regions were found in these records:
NZ_CP017309.1 (Xanthomonas campestris pv. campestris str. CNO3)

B8
Region Type From To Most similar known cluster Similarity
REVURM siderophore & 1,303,829 1,318,553  xanthoferrin & Other 100%
CE A NRPS 4 538,069 4 582049
SEAT N arylpolyene B 4685290 4726486  xanthomonadinl & Other 71%
MAFF302021
NZ_CP017308.1 (Xanthomonas campestris pv. campestris str. CN03)
1
U o
Region Type From To Most similar known cluster Similarity
I INAM siderophore @ 1,275,219 1,289,943  xanthoferrin & Other 100%
SEL E Y arylpolyene B 4,668,802 4,709,998  xanthomonadin | & Other 71%

CN14

NZ_CP017317.1 (Xanthomonas campestris pv. campesiris str. CN14)

1
i
Region Type From To
REVI RN siderophore & 1,306 643 1,321,367
RENT RN NRPS E 4512739 4,556,718
RN EEN  arylpolyene B 4,661,690 4,702,886

Most similar known cluster Similarity
xanthoferrin & Other 100%

xanthomonadin | &  Other 71%

No secondary metabolite regions were found in these records:
NZ_CP017318.1 (Xanthomonas campestris pv. campestris str. CN14)

o

!I

CN15

NZ_CP017323.1 (Xanthomonas campestris pv. campestris str. CN15)

1
i
Region Type From To
CEVIRAM siderophore & 1,306,639 1,321,363
ELT VAN NRPS 4509366 4,553,345
SELT RN arylpolyene B 4,658,316 4,699,512

Most similar known cluster Similarity
xanthoferrin & Other 100%

xanthomonadin | &  Other 71%

No secondary metabolite regions were found in these records:
NZ_CP017325.1 (Xanthomonas campestris pv. campestris str. CN15)
NZ_CP017324.1 (Xanthomonas campestris pv. campestris str. CN15)

B

8
2

pv. raphani
756C

NC_017271.1 (Xanthomonas campestris pv. raphani 756C)

1 3
o0m I
2
Region Type From To Most similar known cluster Similarity
SEA M arylpolyene & 282,716 323,912 xanthomonadin | &  Other 71%
Region 2 WLGIRICS 428313 47229
RELIW M siderophore B 3,584 285 3,599,009  xanthoferrin & Other 100%
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NZ_CP012145.1 (Xanthomonas campestris pv. campestris)

1

i o
Region Type From To Most similar known cluster Similarity
BEVOURM siderophore & 1,292 542 1,307,266  xanthoferrin & Other 100%
CELLLWAS  arylpolyene B 4 561 822 4,603,018 xanthomonadin I & Other 71%
ICMP 21080
NZ_CP012146.1 (Xanthomonas campestris pv. campestris)
1 3
i L
Region Type From To Most similar known cluster Similarity
RENT N siderophore & 1304600 1,319,324  xanthoferrin & Other 100%
RELT A NRPS 4411511 4,455 491
SELT e arylpolyene B 4 560,331 4,601,527  xanthomonadin | @ Other 71%
ICMP 4013
NZ_CP051651.1 (Xanthomonas campestris pv. badrii)
1 3 g
m] 1 il B o
2 4 [}
Region Type From To Most similar known cluster Similarity
Region 1 G 1,321,921 1,392,844  syringomycin & NRP 17%
EA 28 bacteriocin & 2,052,036 2,061,572
REV M siderophore B 3155860 3,170,590  xanthoferrin &' Other 100%
SEL N NRPS & 3,922 535 3,966,515
SEGT Y arylpolyene B 4080639 4,121,835  xanthomonadin | & Other 71%
EA LM bacteriocin & 4,123 883 4,134 722
pv. badrii
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Anexo 3. R

esultados MAUVE
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