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1. Abstract
Plant-Associated Bacteria (PAB) have successfully adapted to eukaryotic

systems through mechanisms such as protection, nutrient acquisition,

pollutant degradation, phytohormones production, etc.

The establishment of symbiosis by bacteria are due to the so-called
"specialized metabolites" which can be traced at genetic level to a
Biosynthetic Gene Cluster (BGC) using genome mining, a technique that
combines gene homology comparisons and bioinformatic analysis to

explore the biosynthetic potential of microorganisms.

This project is aimed at making use of genome mining to propose Plant
Associated Bacteria as one of the most important sources of specialized
metabolites, especially Non-Ribosomal Peptides, whose activities are

reported from toxins to antibiotic and anticancer compounds.

A database of 388 genomes of 57 bacterial genera was established on the

BV-BRC platform (Bacterial and Viral Bioinformatics Resource Center).

The sequence of the central condensation domain of the enterobactin
synthase was used to perform a homology search using the BLAST tool to
identify genomes with domains characteristic of a Non-Ribosomal Peptide
Synthetase (NRPS).

The resulting genomes were analyzed by genome mining using
AntiSMASH and with that a profile of specialized metabolites by bacterial

genus was constructed.

534 NRPS Biosynthetic Gene Clusters (BGC) were analyzed by a similarity
network using BiG-SCAPE, which grouped the NRPS BGC into 85 Gene
Cluster Families (GCF) and 169 orphan clusters.



The CORASON program was used to perform phylogenetic analysis of the
GCF to find evolutive patterns within the genetic and domain composition
of the BGC.

A presence-absence summary of the families of clusters and phylogenetic
analysis resulted in the establishment of a profile of specialized

metabolites in PAB genomes associated with phylogenetic clades.

NRPS were the most abundant metabolite class in the analyzed bacterial
genera. Is believed to be due to their great structural and functional
diversity, that makes them an adaptation tool in almost any ecosystem

and for almost any organism.

For this type of BGC, patterns associated with the evolution of the bacteria
were found and mechanisms of vertical and horizontal gene transfer were

confirmed.

A BGC for each GCF found by BiG-SCAPE was compared in the BiG-FAM
database, resulting in the discovery of 59 novel NRPS with potential
bioactivity. Finally, a conserved cluster in the genomes of the bacterial

genus Azospirillum was proposed for its production and bioactivity tests.



2. Resumen
Las bacterias asociadas a plantas (BAP) se han adaptado con éxito a los

sistemas eucariontes a través de mecanismos como la proteccion,
adquisicion de nutrientes, degradacién de contaminantes, produccidon de

fitohormonas, etc.

El establecimiento de la simbiosis por parte de las bacterias se debe a los
lamados "metabolitos especializados", que se pueden rastrear a nivel
genético hasta los clusteres de genes biosintéticos (CGB) utilizando la
mineria gendmica, una técnica que combina comparaciones por
homologia de genes y analisis bioinformaticos para explorar el potencial

biosintético de los microorganismos.

Este proyecto tiene como objetivo hacer uso de la mineria gendmica para
evaluar a las bacterias asociadas a plantas como una de las fuentes mas
importantes de metabolitos especializados, en especial a los Péptidos No
Ribosomales, cuyas actividades cuentan con reportes que van desde

toxinas hasta compuestos antibidticos y anticancerigenos.

Se estableci6 una base de datos de 388 genomas de 57 géneros
bacterianos en la plataforma BV-BRC (Centro de Recursos de

Bioinformaticos Bacteriana y Viral, por sus siglas en inglés).

La secuencia del dominio de condensacion central de la enterobactina
sintasa se utilizd para realizar una busqueda de homologia utilizando la
herramienta BLAST para identificar genomas con dominios caracteristicos

de una Sintetasa de Péptidos No Ribosomales (SPNR).

Los genomas resultantes se analizaron mediante mineria gendmica
utilizando AntiSMASH y con ello se construyé un perfil de metabolitos

especializados por género bacteriano.



Se analizaron 534 CGB de NRPS mediante una red de similitud construida
usando BiG-SCAPE, que agrupd los CGB de NRPS en 85 Familias de

Clusteres de Genes (FCG) y 169 clusteres huérfanos.

El programa CORASON se utilizéd para realizar un analisis filogenético del
FCG para encontrar patrones evolutivos en la composicion genética y de

dominios de los CGB.

Un analisis de presencia-ausencia de las familias de clusteres en
comparacion con analisis filogenéticos dio como resultado el
establecimiento de un perfil de metabolitos especializados en genomas de

BAP ligado a sus clados filogenéticos.

Las SPNR fueron la clase de metabolitos mas abundantes en los géneros
bacterianos analizados. Se cree que es debido a su gran diversidad
estructural y funcional, que las convierte en una herramienta de

adaptacion en casi cualquier ecosistema y para casi cualquier organismo.

Para este tipo de CGB se encontraron patrones asociados al desarrollo
evolutivo de la bacteria y con ello se confirmaron mecanismos de

transferencia vertical y horizontal de genes.

Se compard un CGB por cada FCG encontrada por BiG-SCAPE en la base
de datos de BiG-FAM, lo que resulté en el descubrimiento de 59 SPNR
novedosas con potencial de bioactividad. Finalmente, se propuso un
clister conservado en los genomas del género bacteriano Azospirillum

para su produccién y pruebas de bioactividad.



3. Introduccion

3.1 Productos naturales y su importancia en el desarrollo de la
civilizacion

“Jamas la sutileza humana ideara una invencion mas bella, mas sencilla
o mas directa que como lo hace la Naturaleza, porque en sus invenciones

nada falta y nada sobra...”

Leonardo da Vinci

Los productos naturales (PN) hacen alusién a aquellos compuestos

funcionales producidos por organismos vivos.

Los PN incluyen a los conocidos anteriormente como “metabolitos
secundarios”, los cuales no son parte del metabolismo primario pues no
cumplen funciones asociadas al crecimiento, desarrollo o reproduccion..?
En la literatura mas reciente, se maneja con cada vez mas frecuencia el
término “metabolito especializado” para referirse a estos, tratando de

reforzar la importancia de sus funciones bioldgicas y ecoldgicas.

El metabolismo primario se encarga de la biosintesis y degradaciéon de
macromoléculas como proteinas, grasas, carbohidratos y acidos
nucleicos. Estos procesos se encuentran distribuidos en el arbol de la vida
debido a que son necesarios para la viabilidad auténoma de la vida misma

en la mayoria de las condiciones probadas.?2:3

Los genes asociados a procesos del metabolismo primario se encuentran
conservados y su evolucidn ocurre primordialmente a través de

duplicacién de genes y neofuncionalizacion.*

Por el contrario, los procesos del metabolismo especializado estan

frecuentemente siendo diversificados y evolutivamente seleccionados,

10



tratando de otorgar las herramientas necesarias a los organismos para

sobrevivir a un ecosistema especifico en constante cambio.*

La hipdtesis evolutiva de la matriz quimica dinamica menciona que el
surgimiento de metabolitos especializados se da por el reclutamiento de
genes codificantes de enzimas de alta promiscuidad (capacidad de
interaccionar con mas de un sustrato sin ser de alta especificidad) del
metabolismo primario y posterior agrupamiento por eventos de expansién
genética  (duplicacién, transferencia horizontal de genes o

recombinacion).?

Un caso particular de la adaptacion gracias al metabolismo especializado
es el surgimiento de bacterias multirresistentes. La exposicién de los
microorganismos a compuestos antimicrobianos en cantidades no
naturales en sus ecosistemas provocd una presidn bioldgica selectiva

sobre los organismos para generar mecanismos de resistencia.

Los genes asociados a estos mecanismos fueron adquiridos por
mutaciones y compartidos por Transferencia Horizontal de Genes (THG).
Su acumulacion origind al surgimiento de bacterias multirresistentes, las
cuales son uno de los riesgos a la salud publica mas amenazantes al dia
de hoy.%>

Las bacterias multirresistentes son uno de los mejores ejemplos de la
importancia del metabolismo especializado y la forma en cémo puede

afectar a otros miembros del ecosistema.

Desde su descubrimiento, los PN han sido aprovechados por el ser
humano para diversas aplicaciones biotecnoldgicas. Los extractos de
compuestos de plantas, algas, hongos, esponjas marinas, etc., han sido
empleados en la industria farmacéutica, alimenticia, cosmética y

agricola.t6.7
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Los primeros registros del aprovechamiento de PN datan del afio 2900
A.C., en el papiro Ebers, un documento que describe mas de 700 farmacos
basados en plantas. En el 2600 A.C., en la civilizacion de Mesopotamia se
documenta en tabletas de barro el uso de aceites de Cupressus
sempervirens (ciprés comun) y especies de Commiphora (mirra) para
tratar la tos, resfriados e inflamacién, remedios usados aun en la

actualidad.?

Probablemente una de las aplicaciones mas importantes de los PN ha sido
la que le ha dado la industria farmacéutica a compuestos que probaron
tener propiedades terapéuticas. Esto tuvo su auge después de la segunda
guerra mundial, donde la produccion de cantidades masivas de penicilina

fomento el interés en el descubrimiento de nuevos antibioticos.8

El descubrimiento de la estreptomicina, gentamicina y tetraciclina logré
financiar programas de descubrimiento de productos naturales.!® Sin
embargo a finales de los noventa, las metodologias basadas en el analisis
de extractos llevaban a constantes redescubrimientos y las metodologias

requerian una sintesis y derivatizacién complicada, lenta y costosa.l:8

Pronto se optd por la sintesis y simulacion computacional, proyecciones
de alto rendimiento y quimica combinacional como nuevos métodos de
descubrimiento, basados en probar bioactividades de extractos naturales

conformados por una mezcla de PN.1.8

El desarrollo de las ciencias ~6micas, en especial la metabolémica,
complementaron el descubrimiento empleando técnicas de
caracterizacion vy purificacion de compuestos como la Resonancia
Magnética Nuclear (RMN), Espectroscopia de Absorcién Ultravioleta (UV),
Espectroscopia de Infrarrojo (IR), Espectroscopia de Masas (MS) y

Cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC) o combinaciones de las
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mismas, estableciendo lo que es conocido ahora como el descubrimiento

clasico de productos naturales.1?

Con los esfuerzos anteriores se ha logrado introducir al mercado la
mayoria de los farmacos (60% entre 1981 y 2014) de origen en PN,

basados en ellos 0 modificados a partir de los mismos.

Sin embargo, sélo se han explorado un estimado del 10% de las fuentes
de PN en el mundo, lo cual deja abierto un gran campo de conocimiento

a nuevos compuestos con actividades bioldgicas de interés.10:11

Los PN no sélo suponen una fuente diversa de una gran cantidad de
productos funcionales con aplicaciones biotecnoldgicas que han permitido
a la humanidad desarrollarse a lo largo de la historia, sino que también
son una fuente de recursos renovables, mas econdmica y amigable con el

medio ambiente.1/12,13

El problema del método clasico radicé principalmente en la incapacidad
de producir todos los posibles PN en condiciones de laboratorio, por lo que
actualmente se emplea la técnica de mineria gendmica, que gracias a los
avances en la gendmica y técnicas bioinformaticas hace posible
determinar todos los metabolitos especializados producidos por una

especie a nivel genético.*

3.2. Bacterias Asociadas a Plantas, una fuente de metabolitos
especializados
Las bacterias son una de las principales fuentes de PN empleados por la

industria en la elaboracidon de nuevos farmacos debido a su capacidad de

producir compuestos con actividad antimicrobiana.1>:16

Tan solo el género bacteriano Streptomyces es precursor del 55% de los
antibidticos descubiertos entre 1945 y 1978 que actualmente se siguen

empleando en el tratamiento de enfermedades infecciosas.1”:18

13



El 80% de los antibioticos usados hoy en dia provienen de actinobacterias,
las cuales se han vuelto el principal blanco para estudios de mineria

gendmica.l®

Las bacterias han demostrado ser una fuente efectiva de compuestos
capaces de inhibir o ralentizar el crecimiento de otros microorganismos,
pues en sus ecosistemas se encuentran en una competencia constante
por los recursos disponibles, como una zona de guerra donde hay una
carrera armamentista y la bacteria que logre desarrollar el mejor

antimicrobiano sera la vencedora.

La mayoria de los ambientes de los que se extraen estas bacterias son
ecosistemas multidiversos como ambientes marinos o muestras de suelo

con diferentes clases taxondmicas.?

Recientemente han llamado la atencidn las Bacterias Asociadas a Plantas
(BAP) por los mecanismos por los que establecen relaciones simbidticas
con sus hospederas, entre los cuales destacan la adquisicion de nutrientes
del medio, fijacion de nitrogeno, degradacién de xenobidticos, produccién
de vitaminas y terpenos y la regulacidon de fitohormonas como el acido
indol-3-acético (AIA).19-23

Las BAP incluso han llegado a ser consideradas como la segunda linea de
defensa en contra de patdgenos u otras plagas por la produccién de

compuestos antibidticos, antifungicos e insecticidas.1>16.24

A través de estos procesos, la bacteria promueve el crecimiento de la
planta aun en ambientes con temperaturas extremas o baja disponibilidad
de agua. A su vez, la planta ofrece a la bacteria un ambiente seguro con

alta disponibilidad de nutrientes.?>

Por varios afos se ha planteado la hipdtesis de que existen mecanismos

de intercambio genético como THG entre las células de plantas con las
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bacterias y que la presencia de compuestos propios de la hospedera
induce en las bacterias la adquisicién orientada de secuencias que
sinteticen los mismos compuestos, por lo que muchas BAP podrian

compartir propiedades farmacoldgicas con sus hospederas.26:27

El caso mas conocido de la hipotesis anterior, es el del farmaco
anticancerigeno taxol (paclitaxel), el cual fue aislado por primera vez del
arbol Taxus brevifolia.?® Después por medio del descubrimiento clasico de
PN se encontr6 el mismo compuesto producido por la bacteria

Kitasatospora sp. aislada de Taxus baccata.?’

Registros fdsiles han permitido rastrear la adaptacién de BAP a sus
hospederas desde hace aproximadamente 400 millones de anos.28
Durante este tiempo, los productos funcionales que promueven la
simbiosis se han modificado para tener baja o nula citotoxicidad y no

provocar dafios o interferir con el sistema del hospedero eucarionte.2®

Las BAP han podido establecer mecanismos de comunicacién con las
células de la planta por quimiotaxis y quorum sensing, un sistema de
comunicacién célula-célula mediado por autoinductores y respuesta a

estimulos externos.?2°

En general podemos encontrar tres tipos de BAP, las bacterias de la
rizosfera son aquellas que colonizan el suelo alrededor del que crece la
planta y las raices de esta, las bacterias endoéfitas colonizan y se
establecen en los tejidos sanos de la planta abarcando regiones intra e
intercelulares (endosfera de la planta) y finalmente las bacterias
epifitas son aquellas que se encuentran en la superficie expuesta

(fildsfera) de la planta.30-34

Los tres tipos de BAP se especializan en diversos mecanismos tratando de

adaptacion, en beneficio de la simbiosis, por lo que en los tres tipos de
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bacterias podemos encontrar una gran variedad de metabolitos

especializados.

El estudio de la microbiota de las plantas puede extenderse al estudio
especifico de las regiones de la misma (tierra, raices, tallos, hojas, flores
e incluso los frutos), lamentablemente en las bases de datos donde no se
suele reportar el tejido exacto del que se aisld la bacteria y se limitan a

reportar el organismo en el que habitaba.

El estudio de las BAP es relativamente nuevo, si bien se han logrado
muchos avances y descubrimientos en el estudio evolutivo de Ia
adaptacion de ambos organismos no se ha logrado abarcar casi nada del
potencial de estas bacterias por su gran variedad de metabolitos

especializados.

Sélo el 1-2% de las 300,000 especies de plantas conocidas han sido
muestreadas con esta intencion y muchos de estos experimentos se
vieron limitados por la incapacidad de crecer microorganismos en

condiciones de laboratorio.24:35

Recientes avances en microbiologia y biologia molecular han permitido
activar estas células durmientes, haciendo accesible el descubrimiento de

nuevas especies de BAP.35-37

Los mecanismos por los cuales tuvieron que adaptarse las bacterias a
organismos eucariontes, lograron permitir que los compuestos bioactivos
que benefician la simbiosis pudieran ser aprovechados por las diferentes

industrias.

Los compuestos anticancerigenos y antimicrobianos pudieran ser una
respuesta a dos de las amenazas actuales mas grandes contra la salud
publica, la industria cosmética se veria beneficiada en el uso de PN para

desarrollar bloqueadores solares hechos a base de terpenos, la sustitucion
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de quimicos téxicos por bioplaguicidas naturales permitirian hacer uso del
suelo sin degradarlo, aumentando su capacidad de siembra a lo largo del
tiempo, ademds, muchos de los compuestos encontrados en BAP
permitirian sembrar alimentos en zonas que se creian infértiles, logrando

la independencia alimentaria por parte de varios paises y mas.

El desarrollo de las ciencias ~dmicas, la llegada de la mineria genémica y
los avances en microbiologia y la biologia molecular permiten hoy en dia
aprovechar al maximo el potencial de las BAP, lo que las vuelve un
excelente punto de partida para demostrar la eficiencia de estas nuevas

metodologias.

3.3. Sintetasas de péptidos no ribosomales (SPNR)
Debido al aumento de genomas depositados en las bases de datos

publicas, se ha vuelto una tarea muy complicada realizar analisis
completos de todo el metabolismo especializado de una sola especie, mas

aun si se desean comparar diferentes clases taxondmicas.

Es necesario realizar un enfoque mas preciso a una clase de metabolito
especializado para aprovechar al maximo las herramientas

bioinformaticas.

En este trabajo se seleccionaron las Sintetasas de Péptidos No
Ribosomales (SPNR), un grupo de enzimas precursoras de los Péptidos
No Ribosomales (PNR), el verdadero compuesto bioactivo que cuenta con
numerosos reportes en la literatura por su actividad antimicrobiana y
pesticida. En la Tabla 1 se muestran algunos de los farmacos descubiertos
desde el afio 2000 que tienen su origen de CGB de SPNR.1>.16,38

Los PNR son una clase de metabolito abundante en genomas de BAP con
numerosos reportes de bioactividad aplicada por la industria como
plaguicidas (Xantolisina), promotores del crecimiento de plantas,

captadores de metales pesados y biosurfactantes (siderdforos), actividad
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de nucleacién de hielo (por particulas que alteran la temperatura de
congelamiento del agua), antimicrobianos (Vancomicina),
anticancerigenos (Bleomicina), antiinflamatorios (Ciclosporina), toxinas

(a-amanitina), etc.3°-43

En general, los PNR empleados en la industria farmacéutica pueden
clasificarse en lipopéptidos lineales y ciclicos, que incluyen a los péptidos
aromaticos, en 2,5-dicetopiperazinas (DKP) (péptidos ciclicos sencillos
compuestos por uno o dos aminoacidos que pueden tener modificaciones
adicionales) y glicopéptidos como la vancomicina, teicoplanina,

balhimicina y la kistamicina.1>/16:44

La variedad funcional dentro de la misma clase de metabolitos podria

estar explicada por la variedad estructural de los mismos.

Las SPNR son capaces de afiadir al péptido final bloques de construccion
no convencionales, como aminoacidos no proteinogénicos, B-
aminoacidos, aminoacidos de configuracidn D, acidos grasos, azucares,
elementos heterociclicos, a-hidroxiacidos, etc. Ademas, estos residuos
pueden sufrir modificaciones al ser reclutados lo que permite obtener

varias estructuras a partir de un solo CGB de SPNR.44:47-49

Las SPNR son mega enzimas compuestas por mddulos, cada uno de estos
se encarga de la adicidon de un sustrato y la modificacién estructural del

mismo, en caso de ser necesario.

Los PNR resultantes de la biosintesis se componen de un numero de

residuos igual al nUmero de mddulos que conforman la SPNR precursora.

Ademas, estos residuos son afadidos en el mismo orden en el que son
seleccionados por la enzima, por lo que la secuencia de bloques de
construccién del PNR coincide con el orden en el que se presentan los

maddulos en la SPNR.67:68
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Tabla 1. Caracteristicas de PN de origen en SPNR descubiertos desde el afio 2000 (imagenes e informacién obtenida de PubChem, 2 los asteriscos en la
estructura primaria indican AA unidos covalentemente).

Antimicrobiano Tipo de Nimero Numero Tamaio del Género Caracteristicas Estructura Estructura secundaria
SPNR de genes de CGB bacteriano de primaria
centrales madulos origen
por GBC

Tanamicina Lipopéptido 2 5,4 32 kilobases Pseudomonas Antibacterialy  Acido Graso (AG)
ciclico (kb) antifungico (desconocido)-
Ser*-0Orn-Asp-
Lys-His-Thr-Dhb-
3-Hy-Asp-4-Cl-
Thr*
Brabantamida® Lipopéptido 1 2 12 kb Pseudomonas Dipéptido/ Derivado
lineal Antibacterial y estructural de
antituberculétic Rhamnosa AG(3-
o Hy-n-Ci4)-Ser-Pro
Nunamician®  Lipopéptido 2 5,9 Isla gendmica Pseudomonas Antifungico AG (3-Hy-n-Ci4
ciclico de 100 kb que AG)-Ser*-°Dab-
contiene Gly-Hse-Dab-Thr-
también la Thr-3-Hy-Asp-4-
nunapeptina Cl-Thr*
Nunapeptina*® Lipopéptido 3 9,4,9 Isla gendmica Pseudomonas Antifungico AG (3Hy-n-Cy;
ciclico de 100 kb que AG)-Dhb-Pro-Ala-
contiene Ala-Ala-Val-Ala-
también la Dhb-Ser-Val-lle- fw . E”
nunamicina Dhb-Ala-Val-Ala- ézamn ARG ]}ﬂ%%n Ae %%%W
Val-Dhb-Thr*- !
Ala-Dab-Ser-lle* \
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Poeamida B’

Xantolisina A*

Xantolisina B*

Xantolisina C*#

Lipopéptido
ciclico

Lipopéptido
ciclico

Lipopéptido
ciclico

Lipopéptido
ciclico

2,4,4

2,84

2,84

2,84

Dos regiones

cromosomica

s abarcando
10y 31 kb

41 kb

41 kb

41 kb

Pseudomonas

Pseudomonas

Pseudomonas

Pseudomonas

Antifungico

2 dominios
TE/Antibacterial,
antifdngico e
insecticida

2 dominios
TE/Antibacterial,
antifdngico e
insecticida

2 dominios
TE/Antibacterial,
antifingico e
insecticida

AG (3-Hy-n-Cao)-

Leu-Glu-Thr*-

Leu-Leu-Ser-Leu-

Leu-Ser-lle*

Unk-DL-Leu-DL-
Glu-DL-GIn-DL-
Val-DL-Leu-DL-
GIn-DL-Ser*-DL-
Val-DL-Leu-DL-
GIn-DL-Leu-DL-
Leu-DL-GIn-DL-
xille*

Unk-DL-Leu-DL-
Glu-DL-GIn-DL-
Val-DL-Leu-DL-
GIn-DL-Ser*-DL-
Val-DL-Leu-DL-
GIn-DL-Leu-DL-
Leu-DL-GIn-DL-
Val*
Unk-DL-Leu-DL-
Glu-DL-GIn-DL-
Val-DL-Leu-DL-
GIn-DL-Ser*-DL-
Val-DL-Leu-DL-
GIn-DL-Leu-DL-
Leu-DL-GIn-DL-
xille*



Siringopeptina
SP508 A%

Siringopeptina
SP508 B¥

Cichopeptina

Lipopéptido
ciclico

Lipopéptido
ciclico

Lipopéptido
ciclico

3

3

6

5,5,12

5,5,12

4l3l2I412I

80 kb

80 kb

?

Pseudomonas

Pseudomonas

Pseudomonas

Antibacterial

Antibacterial

Antibacterial

Unk-Abu(2,3-
dehydro)-DL-Pro-
DL-Val-DL-Leu-
DL-Ala-DL-Ala-DL-
Leu-DL-Val-DL-
Ala-DL-Ala-DL-
Val-DL-Ala-DL-
Ala-Abu(2,3-
dehydro)-aThr*-
DL-Ser-DL-Ala-
Abu(2,3-
dehydro)-DL-Ala-
DL-Dab-DL-Dab-
DL-Tyr*
Unk-Abu(2,3-
dehydro)-DL-Pro-
DL-Val-DL-Leu-
DL-Ala-DL-Ala-DL-
Leu-DL-Val-DL-
Ala-DL-Ala-DL-
Val-DL-Ala-DL-
Ala-Abu(2,3-
dehydro)-aThr*-
DL-Ser-DL-Ala-
Abu(2,3-
dehydro)-DL-Ala-
DL-Dab-DL-Dab-
DL-Tyr-*
AG(desconocido)-

Dhb-Pro-Ala-Ala- .
Ala-Ala-Val-Dhb- ﬁ&“’f‘%
Gly-Val-lle-Gly- ™%

Ala-Val-Ala-Val-
Dhb-Thr*-Ala-
Dab-Ser-
Val*/lle*/Leu*
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Cichofactina A

Cichofactina B

Xenematides

Xenortides

Rabdopéptidos

Lipopéptido
lineal

Lipopéptido
lineal

Péptidos
aromaticos

Péptidos
aromaticos

Lipopéptido
lineal

3,5

3,5

1,1

1,1,1

5 kb

Pseudomonas

Pseudomonas

Xenorhabdus

Xenorhabdus

Xenorhabdus

Antibacterial y
antifungico

Antibacterial y
antifungico

Médulo de
terminacion
atipico/
Antibacterial y
antifingico/ Sin
genes
biosintéticos
adicionales
Péptidos
aromaticos/
Antiprotozoario

Péptidos
aromaticos/
Antiprotozoario

Unk-Leu-Leu-GIn-
Leu-GIn-Val-Leu-
Leu-OH

Unk-Leu-Leu-GIn-
Leu-GIn-Val-Leu-
Leu-OH

Aminoacido (AA)
(acido
fenilacético)-
Thr*-Trp-b-Ala*

AA (fenetilamina

o triptamina)-N-

Me-Phe-N-Me-
Leu/Val

AA (fenetilamina
o triptamina)-N-
Me-Val-N-Me-
Val/Val-N-Me-
Leu/N-Me-Val-N-
Me-Val




PAX

Jagaricina®

Daptomicina®!

lipopéptido 3 1,3,3
s ciclicos

lipopéptido 4 2,2,3,2
s ciclicos

Lipopéptido 3 5,6,2
s ciclicos

33 kb

47 kb

Xenorhabdus

Janthinobacterium

Streptomyces

Antibacterial y
antifungico

Antifungico

Antibacterial

AG (3-Hy-iso-Ci4)-
Gly-Lys/Arg-Lys*-
Lys-Lys-Lys-Lys* "vv;y

H
o
N
N‘i
() ;
H N N H
N p H
OH N
H 0
H
b§ ng\ .
H
HA,
HN
N

2
o = o E
© z ox
O~7z SZx -
o

N
N
0

AG (3—Hy—n—C14

AG)-Dhb-Thr*-
Dhb-Tyr-His-GIn-

Gly-N-Me-Thr* A b

o
z.
o

Reatas
A

AG (Decanoil)- "
Trp-D-Asn-Asp- *0 . 1(
Thr*-Gly-Orn- . See \(
Asp-D-Ala-Asp- . 4% QT Lj
Gly-D-Ser-Glu(3R- f ‘
Me)-Asp(Ph(2- RO Wo
NH,))*
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Si bien, la variedad estructural de los PNR se debe a la capacidad de
emplear una gran variedad de residuos para su construccion, asi como la
produccién de multiples PNR a partir de una sola SPNR, la seleccion y
unidon covalente de estos estd sujeta a la funciéon conservada de sus

dominios funcionales.

Los moddulos de las SPNR estan compuestos por dominios, los mas
caracteristicos, por ser esenciales para la construccién de un PNR, son el
dominio de adenilacién (A), el dominio de condensacion (C), el dominio
de la proteina transportadora de péptidos (PTP) y el dominio tioesterasa
(TE).

El dominio A, junto al dominio PTP son los encargados de comenzar con

la seleccion y activacion del inicio de la elongacion del PNR.

El dominio A se compone de 550 AA conservados. Todos los dominios A
conocidos comparten un 30-60% de similitud de secuencia y su funcién
principal es el reconocimiento y la seleccién del dominio que incorporara

el modulo de elongacién de la SPNR.

La activacion del sustrato se da por una reaccidon quimica de dos pasos:
Primero la enzima cataliza la formacién de un intermediario de aminoacil
adenilato del residuo seleccionado, posteriormente, el intermediario
oxoéster AA-O-Monofosfato de adenosina (MPA) es transformado a un
tioéster por un ataque nucleofilico por el cofactor 4’-fosfopanteteinilo

(ppan) libre de tiol del dominio adyacente de PTP.67.68

Los dominios A son altamente especificos para cada residuo. Existen
herramientas como NRPSpredictor que son capaces de identificar la
secuencia HMMER (secuencia de nucledtidos o AA estadisticamente
conservados por cada dominio funcional identificado) del dominio A vy
asociarla a un residuo especifico. Esta herramienta esta incluida en las

versiones mas recientes de AntiSMASH.>2:33
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El dominio PTP es el mas corto de las secuencias esenciales de las SPNR
con tan sélo 100 AA, se encuentra rio abajo del dominio A y es el

responsable del transporte y elongacidon de los centros cataliticos.

Un brazo movil del cofactor ppan de la coenzima A estd unido
covalentemente a este dominio y sirve como una “grua” de entrega de los
bloques de construccion.®’.68 Los residuos seleccionados por el dominio A
terminan unidos covalentemente a este brazo moévil del dominio PTP
esperando a ser unidos con un residuo de un médulo adyacente por efecto

del dominio C.

El dominio C mide 450 AA y puede clasificarse en varios subtipos
dependiendo de los de residuos que esté uniendo.>*>> Este cataliza una
reaccion de ataque nucleofilico del aceptor de electrones del AA, unido al
dominio PTP rio abajo del dominio C, con el grupo a-amino libre del

tioéster del péptido o AA unido al dominio PTP rio arriba.67:68

Se establece una reaccidon en cadena secuencial entre los mddulos de
elongacion conformados por los tres dominios A, C y PTP hasta llegar a

un ultimo maddulo que contiene un Unico dominio TE.

El dominio TE esta constituido por 280 AA y cataliza una reaccion de un
ataque nucleofilico en el intermediario de tioéster unido al ultimo dominio
PTP. El nucledfilo empleado en esta reaccion depende de si el péptido sera
lineal, en cuyo caso emplea una molécula de agua para liberar al péptido
por una reaccién de hidrdlisis, o en el caso de que el PNR sea ciclico, se
utilizara un nucledfilo interno de la estructura del ultimo intermediario de

tioéster unido al dominio PTP para liberar al PNR por ciclacién.67.68

Existen dominios que no son esenciales para la produccion de un PNR que
realizan modificaciones sobre los sustratos como el dominio de metilacién,
el dominio de epimerizacion que se encarga de cambiar la configuracién

de L-AA a D-AA, dominios de oxidacién, o dominios que se encargan de
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realizar liberaciones alternativas como el dominio de reduccién, que libera
al péptido obteniendo un extremo con un grupo funcional de aldehido o
alcohol. Sin embargo, estos no se encuentran con tanta frecuencia como

los dominios esenciales.

En la Figura 1 se muestra el esquema de biosintesis de la surfactina por
su respectiva SPNR.

SrfA (402 kDa)

_modulel  nodule 2

> SifB (401 kDa) y  SrC (144 kDa) >

module 3 module 7

modcule 4

1.Template directed linear peptide elongation

12

Te. %
M gt oleu
H T L
BT — &
Ay i
SE LAl <
' oH W ;
Surfactin g:

2. Release by cyclization

Figura 1. Esquema de biosintesis de la surfactina. La SPNR esta codificada en los tres
genes SrfA, SrfB y SrfC, en los gie se codifican los modulos 1-3, 4-6 y 7,
respectivamente. Consta de 23 dominios encargados de la elongacién del péptido y un
Unico dominio de liberacién por ciclaciéon (TE). El PNR final esta formado por 7
residuos, el mismo nimero de mddulos de la enzima precursora. Tomado de Sieber y
Marahiel.68
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Las SPNR enzimas capaces de producir mas de un compuesto a partir de
un solo CGB. Al tener una via de sintesis independiente de los ribosomas,
los PNR cuentan con una gran versatilidad estructural, siendo constituidos
por elementos proteinogénicos y otros elementos no convencionales, lo
cual a su vez les otorga un increible potencial de bioactividad, que en la
literatura se ha reportado que va desde toxinas hasta compuestos

anticancerigenos.

En la busqueda de nuevos compuestos con potencial biotecnoldgico, las
SPNR son sin duda uno de los metabolitos especializados que llaman mas
la atencidn. Las herramientas y técnicas mas actuales permiten rastrear
el origen de estas enzimas a nivel genético y reproducirlas e incluso

modificarlas para su produccion en condiciones de laboratorio.

3.4. Mineria gendmica en el descubrimiento de nuevos metabolitos
especializados
Gracias a la llegada de la secuenciacion de siguiente generacion, el tiempo

en el que se puede secuenciar un genoma completo ha pasado de afos a
cuestion de horas, optimizando no sélo el tiempo del proceso sino también

los costos.>®

Debido a la facilidad con la que se pueden obtener los genomas de
distintos organismos, bases de datos publicas como las de NCBI (National
Center of Biotechnology Information) y BV-BRC (BACTERIAL AND VIRAL
BIOINFORMATICS RESOURCE CENTER) han aumentado masivamente la
cantidad secuencias de genomas, genes, proteinas, etc., contenidas en

ellas.>57.58

Ademas, los programas y softwares para analizar la informacién gendmica
han sido constantemente desarrollados y actualizados en los ultimos

anos.
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La mineria gendmica es una metodologia desarrollada en torno al
aprovechamiento de estos avances en gendmica en conjunto con la
guimica combinacional.’* Hace uso de diferentes herramientas
bioinformaticas para realizar comparaciones de secuencias nuevas en los
genomas de plantas, hongos y bacterias contra la informacion depositada

en las bases de datos y puesta a la disposicién del publico.>?

El fundamento de la técnica es realizar una comparacién de secuencias
de algo desconocido contra lo ya conocido, con esto se pretende
aprovechar la conservacién de genes, dominios o médulos de Clusteres
de Genes Biosintéticos (CGB), los cuales son los precursores genéticos de

los metabolitos especializados.

Los CGB, definidos por Medema et al. como “Un conjunto de dos o mas
genes agrupados fisicamente en un genoma particular que juntos
codifican una ruta biosintética para la produccion de un metabolito
especializado”, pueden clasificarse dependiendo del tipo de metabolito

que seran precursores.®0

Entre las clases mas importantes de metabolitos especializados podemos
encontrar a los Péptidos sintetizados Ribosomalmente y modificados
Postraduccionalmente (PsRMP), los Policétidos (PKs), sintetizados por las
Policétido Sintetasas (PKSs), los terpenos provenientes de las terpeno
sintetasas (TSs), los sideréforos y los Péptidos no Ribosomales (PNR) que

son producidos por las Sintetasas de Péptidos no Ribosomales (SPNR).61-
68

A excepcion de los PNR, terpenos y PKs, las secuencias de DNA que
forman los CGB pueden compararse directamente con genes ya conocidos
y depositados en las bases de datos de metabolitos de la misma clase (los
terpenos, PNR y PKs deben rastrearse por medio de sus enzimas

precursoras, las TSs, SPNR y las PKSs).
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Las PKSs comparten muchas caracteristicas en comun con las SPNR, por
ejemplo, ambas enzimas tienen una composicion modular que coincide

con el nimero de residuos incorporados en el producto final.

Las PKSs sintetizan PKs usando precursores de Acil-CoA y han despertado
interés debido a su capacidad de biosintetizar a través de métodos
combinacionales productos con gran versatilidad, dificiles de lograr por

otros medios.

Se conocen 3 tipos de PKSs, el tipo I son enzimas multifuncionales
organizadas modulos, que actuan de forma no iterativa, responsables de
la catalisis de un ciclo de elongacidon de la cadena de policétidos, las PKSs
tipo II son complejos multienzimaticos que llevan un conjunto uUnico de
actividades que actuan iterativamente y las PKSs de tipo III son enzimas

homodiméricas de condensacion que actuan iterativamente.®3

Se cree que tanto las SPNR como las PKSs convergen desde un ancestro
en comun, lo cual tiene sentido debido al modo de evolucién de ambas
enzimas, a partir de la unién de sub clisteres independientes en el

genoma.

Los CGB de metabolitos especializados cuentan con regiones ampliamente
conservadas entre todos los PN de la misma clase, por ejemplo, los CGB
de lantipéptidos clase II (de la clase de los PsSRMP) estan compuestos por
un gen que codifica un péptido precursor y del gen LanM, que se traduce
en una enzima bifuncional, encargada de realizar modificaciones

postraduccionales.

La enzima encargada de modificar el péptido precursor se compone de un
dominio con funciéon de deshidratacion N-terminal y otro con funcién de

ciclacion en el extremo C-terminal.6t
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A pesar de que el péptido precursor puede variar entre un CGB de
lantipéptido a otro, otorgando variedad estructural dentro de la misma
clase de metabolito, la secuencia del gen LanM se encuentra muy
conservada debido a que su funcién no varia, y es por medio este gen que

se identifica una secuencia como un CGB de lantipeptido clase II.

Se han desarrollado diferentes softwares automatizados de
procesamiento de datos gendmicos para realizar estas busquedas
basadas en homologia en cuestién de minutos, los cuales pueden

utilizarse de forma intuitiva sin ser necesario ser especialista en el tema.

En palabras de Maldonado-Carmona et al. "AntiSMASH se ha convertido

en la plataforma estandar de oro actual para la identificacién de CGB”.°

AntiSMASH (antibiotics and secondary metabolite analysis Shell) es un
ecosistema de herramientas independientes incorporadas, para la
prediccion y analisis de 71 diferentes clases de CGB en genomas

bacterianos.®®

La mineria gendmica es una técnica casi tan revolucionaria en el
descubrimiento de productos naturales como lo es la secuenciacidon de

siguiente generacién en el campo de la gendmica.

Asi como aumentaron de manera indiscriminada el nUmero de genomas
secuenciados, lo hizo también el nimero de CGB de metabolitos
especializados, incluso los caracterizados por el descubrimiento clasico de
productos naturales, los cuales hoy se conocen a detalle sus respectivos
CGB y se encuentran depositados en bases de datos como la de
AntiSMASH vy la de MiIBIG (la cual es una base de datos se que recopila
informacion detallada de CGB explicada de forma integral vy

estandarizada, descrita en la literatura).®°
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Estas bases de datos no solamente han permitido predecir con mayor
precision los CGB en secuencias de DNA nuevas, sino que permite realizar
comparaciones acertadas de los metabolitos especializados vya
caracterizados, conocidos e incluso comercializados evitando asi el
redescubrimiento de compuestos quimicos, y resolviendo el problema

principal del descubrimiento clasico de productos naturales.

AuUn con todo el progreso, la técnica de la mineria gendmica no es perfecta
y se enfrenta a predecir CGB de compuestos sin actividad bioldgica o
compuestos con estructuras quimicas y genéticas diferentes, vy

actividades idénticas a la de compuestos ya descubiertos.

Este problema pretende resolverse complementando la informacion
obtenida con estudios bioinformaticos sobre la conservacién de productos
funcionales en ciertas especies bacterianas, asi como su abundancia en

distintas cepas y la relacién entre sus CGB.

Entre las principales herramientas para estudiar los CGB estan BiG-SCAPE
(Biosynthetic Gene Similarity Clustering And Prospecting Engine) vy
CORASON (Core Analysis of Syntenic Orthologues to prioritize Natural
product gene clusters), desarrollada en el 2020 por Navarro-Mufoz,

Selem-Mojica et al.”?

BiG-SCAPE es un programa interactivo e intuitivo para construir redes de
similitud de secuencias de BGC obtenidos de AntiSMASH o MiBIG.

El algoritmo de BiG-SCAPE consiste en la descomposicion de genes que
constituyen un CGB en dominios funcionales clasificados acorde a la base
de datos de Pfam, posteriormente estos dominios son analizados por su
porcentaje de recurrencia, su porcentaje de dominios adyacentes y el

porcentaje de identidad de la secuencia de los mismos.’!
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Con la informacion obtenida es posible primeramente clasificar a los CGB
por clase de metabolito especializado y posteriormente son agrupados en
Familias de Clusteres de Genes (FCG), en las cuales los integrantes
comparten caracteristicas genéticas que permiten predecir estructuras

guimicas y funciones similares.

Finalmente se realiza un segundo agrupamiento de propagacién por
afinidad de CGB para agrupar FCG en Clanes de Familias de Clusteres
(CFQ).

Los CGB son mostrados como puntos en una representacion
arquitecténica; aquellos que estén relacionados al nivel de ser

considerados dentro de la misma FCG, estaran unidos por lineas.

Por otra parte, el programa CORASON pretende elucidar relaciones
filogenéticas por medio del alineamiento de los CGB dentro de una FCG

empleando un cluster de referencia.

La representacion visual por medio de un arbol filogenético construido por
el método de maxima verosimilitud permite, no solamente analizar la
relacion evolutiva de estos clisteres de genes, sino también comprender
el contexto genético de los Genes Biosintéticos Centrales (GBC) y la
recurrencia de genes adicionales, ambos procesos fundamentales en el

descubrimiento de nuevos PN.

A pesar de que el agrupamiento de CGB en familias es una metodologia
relativamente novedosa, el aumento de CGB depositados en las bases de
datos y la necesidad de comparacion contra clisteres de referencia de
compuestos ya caracterizados experimentalmente ha fomentado que este
tipo de andlisis sea cada vez mas frecuente, aumentado la necesidad de

optimizar estos procesos de comparacion.
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BiG-FAM’2 es una plataforma donde se agrupan 1,225,071 CGB en FCG,
provenientes de la base de datos de MiIBIG (caracterizados
experimentalmente) y predichos de 209,206 genomas de NCBI. El
resultado fue la obtencion de 29,955 FCG de 5 clases de metabolitos
diferentes (PNR, PKs, Terpenos, PsRMP y otros).

En esta base de datos es posible comparar cualquier CGB obtenido por
AntiSMASH contra las casi treinta mil familias de clusteres de BiG-FAM,
facilitando el descubrimiento de productos naturales y mapeando la
diversidad estructural y de origen taxonédmico de los CGB analizados por

programas como BiG-SCAPE.

No solamente el andlisis y comparacién de CGB es suficiente para
garantizar el descubrimiento de nuevos PN; andlisis bioinformaticos de
alineamientos de secuencias multiples de genomas completos o genes en
comun, permite identificar y comparar taxondmicamente las distintas
especies de las cuales obtenemos un gran numero de metabolitos

especializados.”3

Con lo anterior podemos construir una representacién visual denominada
arbol filogenético que permite realizar analisis evolutivos y encontrar
patrones en los organismos que biosintetizan PN empleando distintas

herramientas puestas a disposicion del dominio publico.”4

El descubrimiento de nuevos compuestos por comparacién con
estructuras quimicas de compuestos ya conocidos es un estudio

relativamente nuevo.

Lo que se conoce como metabologendmica es la asociaciéon de un CGB
con una estructura quimica, determinada usualmente por MS. Usando
esta técnica es posible comparar y asociar redes de similitud de varios
CGB con redes de distintas estructuras quimicas, acelerando el

descubrimiento de nuevos PN.7>
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Stowell et al., a través de una serie de mutaciones y determinaciones
estructurales en una TS de clase II rastrearon los residuos esenciales para
la catdlisis y control selectivo para la formacién del producto final en esta

clase de TS.7¢

De la misma manera Pan et al. a través de caracterizaciones
cristalograficas de proteinas, encontraron dominios funcionales propios de
terpeno ciclasas clase II en ciclasas sesquiterpénicas, cuyas estructuras

Unicamente habian sido asociadas a dominios de TS clase I. 77

El aprendizaje automatico y el desarrollo de la Inteligencia Artificial (IA)
permitieron el descubrimiento de la Halicina, un antibidtico activo contra
un gran numero de bacterias multirresistentes, alimentando la base de
datos de la IA con 6000 estructuras de compuestos empleados en la
medicina humana con el fin de que esta aprendiera como se ve un

antibidtico funcional.”>

Finalmente, la ingenieria genética en conjunto con analisis bioinformaticos
de sinergia de compuestos que al unirse tienen un mayor caracter
antibidtico, han permitido la edicién de CGB con el fin de crear productos

no naturales con mayor potencial biotecnoldgico.

Para la ingenieria genética se emplean técnicas de edicién de DNA como
enzimas CRISPR-Cas9 o la union de clisteres alejados en genomas, que
pareciera que se regulan mutuamente con el fin de tener una produccién

similar de sus respectivos metabolitos especializados.”>:78

En conjunto, la técnica de mineria gendmica complementada con analisis
bioinformaticos y metabolémicos no solamente ha facilitado y propiciado
exponencialmente el descubrimiento de nuevos PN, sino que permiten
comprender las relaciones evolutivas y rastrear el origen de los mismos,
lo cual abre las posibilidades de comprender el papel de este tipo de

compuestos en la naturaleza, lo cual en un futuro podria ser la clave para
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resolver varias de las problematicas mas amenazantes para la civilizacidon

humana.

4. Justificacion
Los recientes avances en las ciencias ~Omicas, la tecnologia de

secuenciacion de siguiente generacién, la mineria gendmica y las mejoras
en los campos de la microbiologia y biologia celular han facilitado el

descubrimiento de Productos Naturales enormemente.

Lo anterior llevé a la acumulacidon y aumento de informacién genética y
de CGB en bases de datos, por lo que, en el descubrimiento de nuevos PN
se volvié necesario definir un blanco especifico, con gran abundancia de
clases y estructuras de metabolitos especializados con actividades que

sean aplicables a la resolucion de problemas que aquejan a la sociedad.

Las bacterias asociadas a plantas son microorganismos que han llamado
la atencién recientemente debido a su capacidad de adaptarse a sistemas
eucariotas y beneficiarse junto a sus hospederas a través de la produccién
de una gran variedad de compuestos con funciones que van desde la
proteccion contra agentes infecciosos hasta la promocion del crecimiento
y mejora de la salud de las plantas, todo sin provocar ningun dafo

aparente.

Entre estos compuestos destacan las Sintetasas de Péptidos no
Ribosomales, las enzimas precursoras de los Péptidos no Ribosomales,
que tienen reportes en la literatura de actividades bioldgicas que van

desde insecticidas hasta anticancerigenas.

Las herramientas bioinformaticas en conjunto con el analisis evolutivo de
este tipo de metabolitos abren la posibilidad entender las funciones de
estos compuestos en la adaptacion de los microorganismos al medio

ambiente y con ello la proposicion de soluciones a problemas por las que
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el ser humano también se ve afectado, como el surgimiento de bacterias
multirresistentes e infertilidad o desgaste de la tierra en muchas regiones

del mundo.

El uso de productos naturales en diferentes sectores abre la posibilidad
de reemplazar los productos usados frecuentemente, que con el paso del
tiempo se han vuelto perjudiciales para los ecosistemas y los organismos

que viven en ellos.

Los compuestos que son generados de manera natural por
microorganismos tienen aplicaciones que van desde plaguicidas,
promotores del crecimiento de plantas, farmacos, etc., que, ademas de
demostrar efectividad en sus respectivos ambientes, su uso y produccién
biotecnoldgica los vuelve una opcidn mucho menos contaminante que las

alternativas actuales.

La metodologia propuesta pretende promover el descubrimiento de
nuevos compuestos para aplicaciones biotecnoldgicas que logren
satisfacer necesidades humanas y sean aprovechadas por las diferentes
industrias como una alternativa mas eficiente, econdmica y amigable con

el medio ambiente.

5. Hipotesis

Por su versatilidad estructural y funcional, las sintetasas de péptidos no
ribosomales deberian tener un papel fundamental en la adaptacion de las
bacterias asociadas a plantas con sus respectivas hospederas a través de
mecanismos que promuevan el transcurso del ciclo de vida de la bacteria
y hospedero, aun en presencia de amenazas ambientales, como otros

microorganismos infecciosos.

Si tienen presencia en géneros bacterianos distintos, las SPNR podrian ser

fundamentales en la evolucidn y supervivencia de los organismos.
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6. Objetivos

6.1. Objetivo general
Identificar la importancia de las SPNR en la adaptacién y supervivencia

de

las bacterias asociadas a plantas y de sus hospederas, tanto

funcionalmente como evolutivamente.

6.2. Objetivos particulares

Evaluar a las BAP como una fuente de metabolitos especializados
con potencial de bioactividad.

Determinar la importancia en términos de bioactividad de las SPNR
en BAP.

Demostrar que la mineria gendmica en conjunto con analisis
bioinformaticos, son una técnica efectiva en el descubrimiento de
nuevos productos naturales.

Construir un perfil de metabolitos especializados de genomas de
BAP para encontrar patrones evolutivos entre los genomas
completos y sus CGB.

Identificar patrones de presencia de metabolitos especializados en
los géneros bacterianos para determinar sus funciones especificas
en cada una de las diferentes regiones de la planta donde habitan
las diferentes clases taxondmicas de BAP.

Proponer un CGB basado en sus caracteristicas evolutivas, de origen
y estructurales, para producir por técnicas de biologia molecular y
posteriormente realizar pruebas de actividad bioldgica del

compuesto final.
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7. Metodologia
El esquema general de la metodologia se muestra en la Figura 2. Este se

divide en seis partes, de las cuales, las primeras tres fueron consecutivas
y culminaron con el analisis de mineria gendmica. A partir de este punto
se realizaron los pasos subsecuentes sin ningun orden en particular. El
analisis del conjunto de las seis secciones permitio alcanzar los objetivos

planteados en la seccion anterior.
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Figura 2. Esquema general de la metodologia. En orden de izquierda a derecha: 1)
Recoleccidn de genomas de BAP en la plataforma BV-BRC.%8 2) En la misma plataforma
se realizd una busqueda de secuencias homdlogas a un dominio de una SPNR en los
genomas recolectados, para ello se usé la herramienta BLAST. 3) Los genomas
resultantes de la blUsqueda se analizaron por mineria gendémica empleando AntiSMASH.%°
4) Los CGB predichos fueron analizados por redes de similitud y arboles filogenéticos
construidos por los programas BiG-SCAPE y CORASON respectivamente.”® 5) Se
construyeron arboles filogenéticos usando genomas de las bacterias precursoras de las
SPNR. 6) Finalmente se propuso un CGB perteneciente a una FCG obtenida en el inciso
4,

7.1. Recoleccion de genomas de BAP
Para construir una base de datos de genomas de BAP, se empled la

plataforma BV-BRC.>8

Empleando la barra de busqueda, con apoyo de los articulos realizados
por Ulloa-Mufioz et al., Martinez-Klimova et al., Ali et al., Cordero et al. y
Liu et al.2%72-82 y con los filtros de busqueda de la misma plataforma se

seleccionaron 384 genomas que cumplieran los criterios de inclusion de:

1) Ser bacterias cuyo género o especie haya sido reportado por uno de
los articulos antes mencionados como aislado de alguna planta o en su

defecto haber sido subido a la plataforma con tal caracteristica.
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2) Su genoma sea reportado como de buena calidad dentro de la misma
base de datos (BV-BRC) y tuviera un numero de contigs igual o menor a

cien.

3) De preferencia ser un genoma representativo y/o genoma completo o

Genoma Secuenciado Completamente (GSC).

Los genomas seleccionados y sus caracteristicas se encuentran enlistados

en la Tabla I de la informacién suplementaria.

7.2. Seleccion de un dominio caracteristico de las SPNR
Se empled la plataforma Pfam del Instituto Europeo de Bioinformatica

(EMBL-EBI), la cual se encuentra contenida ahora en InterPro,
manteniendo las mismas herramientas que se mencionan en esta

metodologia.83

Se utilizo la herramienta de busqueda por palabras clave para encontrar
una proteina con dominios esenciales de las SPNR, se emplearon los filtros
de busqueda para seleccionar una enzima que tenga el mayor grado de
confianza, de preferencia con evidencia a nivel proteina revisada por

curadores de UniProt.84

La enzima seleccionada fue analizada a nivel de genes y dominios, usando
herramientas como BLAST, ActiveSiteFinder y Cluster Pfam Analysis,
todas ellas incorporadas en la version mas actual de AntiSMASH. Se
determind la composicién estructural y secuencial de dichas secuencias,
asi como los residuos que serian seleccionados por los dominios A

predichos, usando la herramienta NRPSpredictor.

Lo anterior con la intencidn de seleccionar un dominio caracteristico de

las SPNR comparando con las familias de dominios de InterPro.

La importancia de la familia de proteinas seleccionada se confirmd con

informacion de la literatura cientifica.44.86
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7.3. Busqueda por homologia con BLAST
Se utilizd la secuencia determinada en el paso anterior para realizar una

busqueda por homologia con la herramienta de blastp, incorporada a
plataforma BV-BRC, dentro del grupo de genomas de BAP recolectados

en la primera parte de la metodologia.®’

Los parametros de busqueda fueron modificados con un valor de E de
0.01 para hacer menos restrictiva la busqueda y obtener una mayor
variedad funcional de compuestos con presencia de dominios de

condensacion.

7.4. Mineria genOmica
Los genomas con presencia de dominios homdlogos al dominio

determinado en la seccidn 7.2, fueron descargados en formato FASTA de
la base de datos BV-BRC y subidos a la plataforma de antiSMASH v.6.1.1

para identificar posibles CGB de metabolitos especializados.

Se empled un rigor de deteccidon “relajado” con el fin de evitar en lo
posible los CGB falsos positivos y descubrir secuencias nuevas con
suficiente grado de diversidad en comparacion con las depositadas en la
base de datos de antiSMASH y MiBIG.

Se activaron todas las caracteristicas adicionales que provee la

plataforma.

7.5. Construccion de arboles filogenéticos de los genomas resultantes de
BAP
Los arboles filogenéticos fueron construidos en la plataforma BV-BRC,

utilizando el servicio “Construccion de arbol filogenético”, el cual emplea
el método de arbol de codones, basado en la seleccion de PGFams de BV-

BRC de una sola copia, compartidas entre los genomas.8>

Estas fueron alineadas usando el programa MAFFT y analizados por el

programa RAXML (Randomized Axelerated Maximum Likelihood).”374 Los
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parametros empleados para construir los arboles fueron 100 genes
compartidos, 0 deleciones y 0 duplicaciones permitidas con el fin de

abarcar una mayor variedad de genes y productos proteicos.

7.6. Construccion de redes de similitud y agrupacion de los CGB en FCG
por BiG-SCAPE
Se descargaron los archivos .gbk (genbank) de los CGB de SPNR

obtenidos del analisis de mineria gendmica por antiSMASH v6.1.1 de

genomas con presencia de dominios homédlogos a un dominio C.

Para la construccion de la red de similitud se empled el programa BIG-
SCAPE v1.1.0. Se probaron varios cortes de distancia sin procesar, que

iban de 0 a 1, intercalando los valores por distancias de 0.1.

Finalmente se selecciond 0.3 (igual al valor por defecto del programa),
siendo este el valor donde comenzaba a aparecer el escenario mas

restrictivo, agrupando los CGB en un mayor numero de familias.

7.7. Propuesta de candidato final
Como resultado de los analisis de los resultados de los puntos anteriores

de la metodologia, se propuso un CGB basado en la conservacién de las
secuencias con el fin de asegurar la produccién de un compuesto
funcional, en la estructura quimica y genética del CGB, y en la filogenia

de la especie productora, asi como el origen de la misma.
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8. Discusion y resultados

8.1. Recoleccion de genomas de BAP

En la Tabla I del material suplementario se reportan los 384 genomas
empleados en el estudio, asi como su respectiva clave de acceso en las

bases de datos publicas y sus caracteristicas genéticas mas importantes.

En ella se reinen genomas de 57 géneros bacterianos encontrados en

mas de 150 especies de plantas y su rizosfera.

Estos tienen un tamafo que va desde las 1,863,914 pares de bases (pb)
(Pediococcus sp. EKM201D) a 11,715,108 pb (Actinomadura
barringtoniae strain GKU 128) y un numero de genes que va desde los
1,835 a los 10,935 (mismos genomas, respectivamente). Por lo que, en
general, a pesar de ser todas bacterias aisladas de plantas hay suficiente

variedad gendmica para sustentar los resultados de este estudio.

8.2. Seleccion de un dominio caracteristico de las SPNR
Se emplearon las palabras “Condensation NRPS”, para la busqueda por

palabras clave en Pfam.

De los resultados se seleccioné la familia de proteinas del mismo nombre
(Pfam: PF0O0668, InterPro: IPR001242) la cual contiene un aproximado
de 111 mil proteinas de las cuales sdélo 254 de estas son revisadas por los
curadores de UniProt, de éstas se seleccionaron aquellas que alcanzaban
el maximo nivel del contenido de la anotacién de la proteina en una escala

de 5 puntos dada por la base de datos de UniProt.

Fueron 5 las proteinas que obtuvieron el puntaje perfecto que
corresponde a una anotacion que contenga evidencia a nivel proteina, de

ellas se selecciond el componente F de la enterobactina sintasa.

En la Tabla 2 se presentan las caracteristicas mas importantes de dicho

componente.
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Tabla 2. Caracteristicas del componente F de la enterobactina sintasa.

Caracteristicas Descripcion

Péptido Componente F de la enterobactina sintasa
Numero de acceso P11454 (UNIPROT), BGC0002476 (MiBIG)
Gen EntF
Organismo de Origen Escherichia coli (cepa K12)
Tamafio 1293 AA
Funcién Involucrada en la produccién del sideréforo enterobactina, EntF cataliza la

activacion de L-serina por medio de una reaccciéon de intercambio PPi
dependiente de ATP para formar seriladenilato.

Localizacion subcelular Citoplasma
Interaccién Las proteinas EntB, EntD, EntE y EntF son componentes de la enterobactina
sintasa
Producto final Enterobactina
Estructura del componente
PDB: 5JA1
Dominios Dominio condensacion (2-442): encargado de la elongacion del péptido.

Dominio de adenilacion (482-886): Activa el residuo de serina en un éster de
aminoacil-AMP.

Dominio de PTP (971-1046): Lleva un brazo de fosfopanteteinilo para unir el
aminoacido activado y un dominio de tioesterasa (Probable).
Dominio tioesterasa (1067-1283): Es tanto una lactona sintetasa
ciclotrimerizante como un catalizador de elongacidn para la formacion de
enlaces éster entre restos DHB-Ser unidos covalentemente.

El componente F de la enterobactina sintasa cataliza la activacion de L-
serina por medio de una reaccion de intercambio PPi dependiente de ATP

para formar seriladenilato.

En conjunto con los componentes de un solo dominio B y E, de la misma

enzima, se cataliza la reaccidon que produce la enterobactina (Figura 3)

43



por la SPNR de seis dominios la cual es finalmente es transportada por el

producto del componente D.86

La enterobactina es un siderdforo con alta afinidad por el hierro, es una

trilactona ciclica de N-(2,3-dihidroxibenzoil)serina.

2,3-

Dihidroxibenzoato L-Serina AMP Difosfato Enterobactina

+ 6 ATP + 3 = 6 ) + 6 +

Figura 3. Reaccion catalizada por la enterobactina sintasa. El primer dominio de

adenilacion de la SPNR (codificado en el gen EntE) selecciona al acido carboxilico 2,3-
dihidroxibenzoato, el cual es transportado al dominio PTP del segundo modulo
(codificado en el gen EntB), mientras tanto el dominio de adenilacion del dltimo

modulo (codificado en el gen EntF) selecciona y modifica la L-serina a seriladenilato
para posteriormente ser unidos por el Unico dominio de condensacion de la SPNR, este

proceso es llevado a cabo dos veces para formar la enterobactina.

La herramienta de BLAST de clisteres conocidos en la base de datos de
MiBIG, muestra un porcentaje de similitud entre diferentes PNR con el
cluster analizado que van desde el 30% al 69% (Figura 4), un intervalo
lo suficientemente significativo para asegurar que se trata de una enzima
SPNR.

Los genes involucrados en cada uno de los CGB resultantes parecieran
tener el mismo orden, con excepciones, resultado de la insercién de uno
0 Mas genes en sus respectivos clusteres o de la delecién o duplicaciéon
de algunos de ellos, dando como resultado diferentes productos
funcionales de enzimas con composiciones genéticas similares, esto

concuerda con el modo en el que evolucionan las SPNR.
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Secuencia consulta
Al - DT

[ BGC0002413: frederiksenibactina (69% de los genes muestran similitud), PNR |
—< H DA >RGNS - DD T

I BGC0002414: tricrisobactina/tricrisobactina ciclica/crisobactina/dicrisobactina (el 69 % de los genes muestran similitud), PNR ]
<K H DA

| BGC0002495: fotobactina (41% de los genes muestran similitud), PNR [
A Dad HT O O O ba!

?!

| BGC0002680: viobactina (38% de los genes muestran similitud), PNR |
< H DI >GNNS amm X

[ BGC0002679: cromobactina (40% de los genes muestran similitud), PNR |
| S ), B B D e B e,

| BGC0000451: turnerbactina (30% de los genes muestran similitud), PNR |

4

-{ >-DOA >—{ EED D b | b | D L
| BGC0000343: enterobactina (75% de los genes muestran similitud), PNR I
CC D
I BGC0000368: griseobactina (30% de los genes muestran similitud), PNR |
— @l H D) >< K I | CEEED D
| BGC0002474: agrobactina (50% de los genes muestran similitud), PNR |
HO- I 0O >

I BGC0001502: amonabactina P 750 (42% de los genes muestran similitud), PNR |
————— > D D DA A

Figura 4. CGB de MiBIG similares al CGB de la enterobactina. El CGB de la parte superior

corresponde al grupo de genes que codifican la enterobactina sintasa, los genes
biosintéticos centrales se encuentran el azul fuerte (EntE) y rosa (EntB). Hay genes
adicionales que realizan modificaciones postraduccionales como los resaltados en color
azul celeste (EntC) y rosa pastel (EntA). El resto son genes asociados al transporte del

producto final. Imagen modificada de la entrada de la enterobactina en la base de

datos de MiBIG.1°

La enterobactina sintasa se constituye por dos moddulos, el primero esta
codificado en ambos genes EntE y EntB, y el segundo modulo se

encuentra codificado en el gen EntF.

Estos mddulos a su vez se dividen en seis dominios. El gen EntE codifica
a un unico dominio de adenilacion mientras que el gen EntB se traduce
en un Unico dominio de PTP. Por ultimo, el componente resultante del gen

EntF contiene los cuatro tipos de dominios esenciales para una SPNR.

Los dominios codificados en EntF se encuentran en el orden C-A-PCP-TE,

por esta caracteristica, el componente F de la enterobactina sintasa es
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mas completo y autosuficiente por si mismo, y por ende EntF es un gen

mas caracteristico de este tipo de enzimas.

Los dominios que conforman el componente F de la enterobactina sintasa
estan contenidos en 8 super familias en la base de datos de InterPro
(Figura 5), sin embargo, estos pueden reducirse a un dominio de
condensacion (C), un dominio de adenilaciéon (A), un dominio de PTP y un
dominio de terminacion o tioesterasa (TE).

e 1PRo008?

Dominio de sintetasalligasa D IPRO0IO31
dependiente de AMP G —

Dominio Tioesterasa IPRO0T242

Dominio de condensacién

S Dominio de unién de la
e fosfopanteteina

Dominio de adenilacién G IPRO2080
A

Enzima de unién a
AMP, dominio
C-terminal

Figura 5. Familias de dominios de InterPro del componente F de la enterobactina sintasa.

Los dominios que conforman el gen monomodular de la enterobactina sintasa; se
compone de los cuatro dominios caracteristicos de las SPNR, estos a su vez estan

clasificados dentro de 8 superfamilias de proteinas de InterPro. Imagen tomada y

modificada de InterPro.83

De acuerdo con el estudio de Ehmann et al.8, el dominio de adenilacion
del gen EntF es altamente especifico para L-Serina y su uso en una
busqueda por homologia delimitaria los resultados a aquellos PNR que

contengan este aminoacido.

El dominio TE restringe la blusqueda a péptidos liberados por hidrélisis

(péptidos lineales) o por macro ciclacién.®’

La seleccién del dominio A o TE no habria aportado los suficientes grados
de libertad a la busqueda por BLAST para obtener una gran variedad

estructural de PNR.
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El dominio de PTP es un dominio que, si bien es esencial para las SPNR,
no es exclusivo de las mismas y puede ser encontrado en PKSs o en CGB

hibridos con este tipo de metabolitos.

Finalmente, el dominio de condensacién seleccionado para la busqueda
por homologia tiene la funcidon de unir un residuo no proteico (acidos

carboxilicos de arilo) con un aminoacido (L-Serina).8¢

Se sabe por el estudio de Kaniusaite et al. que los dominios de
condensacidon que se encuentran rio arriba de un dominio de adenilacién
son los responsables de mediar las modificaciones estructurales que
pudieran tener los residuos seleccionados por este ultimo, como es el caso
de la enterobactina sintasa, en donde la L-Serina es modificada a
seriladenilato, producto intermediario de la reaccion de formacion de la

enterobactina.4*

Estas dos caracteristicas permiten la posibilidad de realizar una busqueda
donde se encuentren secuencias que aprovechen la capacidad de las SPNR
de incluir residuos no proteinogénicos asi como de realizar modificaciones
estructurales especificas y con esto explotar la diversidad estructural que

ofrecen los PNR.

En el material anexo, se presenta la secuencia del dominio de
condensacion del gen EntF en formato FASTA, obtenida de la base de

datos de InterPro (Secuencia 1).
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8.3. Resultados de la busqueda por homologia con BLAST
Se empled la secuencia Dominio_C_EntF (Secuencia 1) en la herramienta

de blastp de la plataforma BV-BRC dentro del grupo de genomas de BAP

recolectados en la primera parte de la metodologia (Tabla I).

Los resultados del BLAST fueron 500 secuencias homdlogas,

pertenecientes a distintos tipos de clusteres.

De los 384 genomas recolectados, 214 (55.73%) mostraron tener la
presencia de al menos una secuencia homologa al dominio C. Si bien este
tipo de dominio es caracteristico de las SPNR, no se le puede asociar
directamente a la presencia de estas enzimas en los genomas resultantes.
Se requiere un analisis de mineria gendmica para confirmar estas

predicciones.

Las caracteristicas mas importantes de los genomas resultantes del

BLAST se muestran en la Tabla II.

Hubo mayor representacion de algunos géneros bacterianos en la
recoleccion de genomas de BAP, por ejemplo, para el género Bacillus y
Pseudomonas hay un total de 63 y 44 genomas respectivamente mientras
que para géneros como Aeribacillus, Erwinia y Ralstonia s6lo hubo un
genoma por género que cumplido con los criterios mencionados en la
primera parte de la metodologia. Por esa razén, se trataran los siguientes
resultados en valores absolutos (divididos entre el total de bacterias por

género recolectadas en la tabla I).

Sin embargo, estos resultados no son probabilisticamente acertados
debido a que no es posible realizar un analisis estadistico representativo
ya que los genomas recolectados fueron especificamente seleccionados
con base en los criterios mencionados anteriormente, perdiendo el factor
de aleatoriedad necesario y a que en algunos casos los datos son

insuficientes para tal tipo de estudio.
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Aun asi, como se menciond en la seccion 8.1, los genomas recolectados
cuentan con suficiente variedad genémica (Tabla I) para sustentar los
resultados obtenidos por este estudio, asociandose con mayor grado de
confianza a sus caracteristicas genéticas que a la filogenia como tal, que
para tal caso, también es posible relacionar estas caracteristicas genéticas

a un género bacteriano especifico.

Los cinco géneros bacterianos con menor numero de representantes con
presencia de dominios de condensacién fueron Micromonospora (5.6%),
Rahnella (9.1%), Rouxiella (25.0%), Acinetobacter (28.6%) vy
Curtobacterium (28.6%).

Por otra parte, los géneros bacterianos con mayor numero de
representantes, sin contar aquellos que tienen menos de 5 miembros por
grupo de género, fueron Nocardia (100%), Enterobacter (100%), Bacillus
(96.8%), Serratia y Burkholderia (84.2% cada uno), y a pesar de tener
menos de 5 representantes, todas las bacterias analizadas de los géneros
Actinomadura, Rhodococcus, Stenotrophomonas y Xanthomonas tuvieron

la presencia de al menos un dominio de condensacion.

Las 214 bacterias resultantes del analisis por BLAST fueron aisladas de
una gran variedad de plantas y su rizésfera (Figura 6), entre ellas
predominan 22 especies de las que se aislé6 mas de una bacteria que
contuviera al menos un dominio de condensacion, siendo que las bacterias

no necesariamente provienen de la misma muestra de planta.
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Hospederos de bacterias con presencia de dominios de
condensacion

M Arroz negro (Oryza sativa L sp.)

m Atriplex sp.

H Coscinium fenestratum

1 Costus igheus

M Lycium barbarum L

M Physalis ixocarpa

W Pyrus communis

M Raphanus sativus var. Flamboyant 5

B Citrus sinensis

H Malus sieversii

B Meloén cantolupo

B Medicago sativa

m Glycine max

B Panax ginseng

i Saccharum officinarum
Zea mays

H No reportado

H Pepino (Cucumis sativus)

H Solanum tuberosum

M Arabidopsis thaliana

B Solanum lycopersicum

m Oryza sativa
MW Trigo (Triticum aestivum)
B Otros

Figura 6. Especies de plantas de las cuales se aislaron las 214 BAP. En el grafico se

muestran las hospederas de las BAP que tienen en sus genomas secuencias homologas
con el dominio de condensacion del gen EntF asi como la recurrencia de BAP con esta

caracteristica en cada una de ellas.

Los detalles de estas 22 especies se encuentran contenidos en la Tabla 3
Esta informacion es relevante debido a la capacidad de algunas BAP de

producir compuestos similares o idénticos a los de sus hospederas.

Las especies de plantas con mayor cantidad de bacterias con dominios C
fueron Arabidopsis thaliana, Triticum aestivum, Oryza sativa, Zea Mays,
Solanum tuberosum, Solanum lycopersicum, Cucumis sativus,

Saccharum officinarum y Panax ginseng.

50



La planta Arabidopsis thaliana es una de las plantas mas utilizadas en
genética y biologia molecular debido a sus caracteristicas de tener un
tamafio de genoma pequefio, contenido bajo en regiones de DNA
repetitivas dispersas, gran numero de marcadores genéticos y su corto

ciclo de vida.s8

Tabla 3. Caracteristicas generales y farmacoldgicas de las plantas hospederas de BAPs con dominios
C

Hospedero Bacterias con dominio C Caracteristicas del hospedero

Propiedades farmaceuticas
aisladas del hospedero

Arroz negro
(Oryza sativa L

sp.)
Atriplex sp.

Coscinium
fenestratum

Costus igneus

Lycium barbarum
L.

Physalis ixocarpa

Pyrus communis

Raphanus sativu s
var. Flamboyant 5

Citrus sinensis

Malus sieversii

La coloracion negra es debido al
pigmento antocianina, un
antioxidante.*?

Usado para alimentar animales

Considerada como una planta
medicinal en peligro critico,
pertenece a la familia
Menispermaceae.

Conocida como la "planta
insulina".

Se supone que este arroz aumenta

la longevidad.*?

Laxante, antioxidante, tratamiento

para enfermedad hepédtica,

ictericia.®*®

Utilizado para el tratamiento de la
diabetes mellitus, propiedades
antimicrobianas, antidiabéticas,

antiinflamatorias, antioxidantes e

Tratamieto para diabetes mellitus.”’

Contienen diversas variedades de Antioxidante, inmunomodulador,

nutrientes y elementos
bioactivos.

Nativo de México y centro
américa, crece en regiones
tropicale y sub tropicales.

Peral europeo o peral comun, es
una especie de arbol caducifolio
de la familia de las rosaceas.
Los rabanos se cultivany
consumen en todo el mundo,
siendo mayormente consumido
crudo.

Planta que da el fruto de la

. 7
naranja.a’

Es una especie de manzana
silvestre nativa de las montafas
de Asia Central.

antiinflamatorio, antiaterogénico,
antifibroético, antimutagénico,
antitumor, antirradiacion,
antifatiga, antienvejecimiento,
antiestrés, antilevadura,
cardioprotectory cicatrizante.”®
La plantay la fruta del tomatillo
contiene fisalinas, que tienen
efectos antimicrobianos y
antinarcoticos.”
N/A

N/A

Su extracto tiene propiedades
antitiroideas, hipoglucemiantesy

estimulantes de la insulina ademas

de efectos antibacteriales para

tratamientos bucales.”
N/A
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Meldn cantolupo

Medicago sativa

Glycine max

Panax ginseng

Saccharum
officinarum

Zea mays

Pepino (Cucumis
sativus)

Solanum
tuberosum

Arabidopsis
thaliana

Solanum
lycopersicum

Oryza sativa

Trigo (Triticum
aestivum)

10

11

13

13

15

17

Melén variedad de la especie N/A
Cucumis melo de la familia
Cucurbitaceae.

Sus hojas o semillas se venden Diurético, anticancerigeno,
como hierba en polvo, cépsulasy antirreumatico, cardiotdnico,
tabletas para suplementos depurativo, lactagogo, emenagogo,
nutricionales en tiendas antiescorbutico y en el tratamiento
naturistas. de fortnculos.*
llamada soya o soja, es una N/A

especie de |la familia Fabaceae, o

de las leguminosas. Se cultiva por

sus semillas, de contenido medio
en aceite y alto de proteina.

El nombre panax significa “cura antioxidante, antiinflamatorio,

todo”, nativo de Corea, Chinay vasorelajacidn, antialérgico,
Japon. antidiabéticoy anticancerl’geno.100
Cafia de azlcar, es uno de los Acantioxidante, anticancerigeno,
cultivos mas abundantes en el antifibrético y antitrombético.'®

mundo, posee una variedad de
bioactividades debido
asus innumerables

constituyentes.
Actualmente es el cereal con el N/A
mayor volumen de produccién a

nivel mundial seguido por
el trigoy el arroz.

Perteneciente a la familia actividad antibacteriana,
Cucurbitaceae, se consume de antifungica, citotoxica, antiaciday
diferentes maneras como verdura carminativa, contra la colitis
y ensaladas. ulcerosa, hepatoprotectora,
hipoglucémica e hipolipidémica.’®™*
La papa pertenece ala familia de Actividad antioxidante,
las solanaceas, es actualmente el anticancerigena, antialérgica,
cuarto cultivo alimentario basico  antibacteriana, antiinflamatoria,
mas importante del mundo. antiobesidad, antiulcerosa.*
Su corto ciclo de vida, tamafo N/A

pequefio de genomay peptidos
la hacen éptima para
experimentos genéticos.®
Subproductos del procesamiento Semillas: Tratamiento de dolencias
del tomate, en particular las cardiovasculares,
semillas, son reservorios de trastornos neuroldgicos, y agentes
macromoléculas que promueven antioxidantes, anticancerigenosy
la salud, como las proteinas, antimicrobianos.*®*
carotenoides, polisacéridos,
fitoquimicos y vitaminas.

El arroz es el principal alimento Remedio contra inflamaciones,
basico para mas de la mitad de los dolencias gastrointestinales,
poblacion mundial. hipercolesterolemia, diabetes y

enfermedades de la piel.*’

Uno de los cereales mas N/A
consumidos del mundo.
Excelente fuente de energia, que
contiene una alta cantidad de

carbohidratos, proteinasy fibra.”
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Triticum aestivum (trigo), Oryza sativa (arroz), Zea Mays (maiz) y
Solanum tuberosum (papa) son los cuatro cultivos mas abundantes y
consumidos en todo el mundo.82-°1 Casi no hay restricciones geograficas
para estos cultivos y el estudio de su microbiota se ha facilitado a nivel
global. Estas especies son ricas en almiddn y polisacaridos y en menor

proporcién de compuestos aromaticos.

Solanum lycopersicum (jitomate) y Cucumis sativus (pepino) también son
producidos a gran escala. Ambas especies se componen de raices, tallo,
hojas, flores y en especial de frutos destinados para el consumo humano.
Ambos tienen propiedades antimicrobianas.!91-104 |os componentes
quimicos que abundan en la planta del jitomate son carotenoides, pectina,
vitaminas y al igual que la planta del pepino abundan fitoquimicos como

los flavonoides.101-104

Saccharum officinarum (cafia de azlcar) es producida a gran escala a
nivel global, constan de tallos largos y gruesos con vainas en los
extremos, sus constituyentes quimicos son en su mayoria compuestos
aromaticos, policosanoles, aldehidos de cadena larga, triterpenoides,
esteroles y acidos grasos.193 Al igual que el Panax ginseng (Ginseng), que
sOlo es cultivado en algunas regiones de Asia, ambos tienen actividad
antioxidante y anticancerigena.19%.101 | os compuestos activos de este
ultimo son denominados ginsendsidos y en general son esteroides

hidrofobicos de cuatro anillos con azlcares.100

Las bacterias resultantes del BLAST fueron aisladas de muestras de
regiones distribuidas en América, Asia, Africa, Europa y Oceania (Figura
7).
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Figura 7. Regiones de donde se tomaron las muestras de las que se aislaron las 214 BAP. En

la imagen se muestran resaltadas en color las regiones de las que se aislaron las BAP
gue tienen en sus genomas secuencias homédlogas con el dominio de condensacion del

gen EntF.

Las estructuras bioldgicas, componentes quimicos y distribucién de las

plantas son muy variadas entre las hospederas.

La presencia de péptidos con dominio C, por tanto, no se ve relacionada
con factores ambientales y muy probablemente su propdsito no esté

asociado a la colonizacion especifica.

Sin embargo, su abundancia sugiere que la bioactividad de estas enzimas
tiene una funcién importante en la simbiosis entre bacteria y planta, tan
s6lo en los genomas de la Tabla II del material anexo, hubo presencia de
CGB de SPNR en 207 de los 214 genomas, y en los 7 restantes hubo CGB

hibridos con dominios asociados a SPNR.
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8.4. Mineria gen6mica
En total se predijeron 3117 cllsteres que se clasificaron en siete grupos

de CGB: SPNR, PKS, PsRMP, terpenos, sideréforos, hibridos y otros, se

realizé el analisis de la abundancia de estos grupos (Figura 8).

Abundancia de CGB encontrados en los genomas de BAPs

B SPNR mPKS mPsRMP Terpeno M Siderdforos M Hibridos ™ Otros
Figura 8. Presencia promedio de cada uno de las clases de CGB de metabolitos

especializados predichos por AntiSMASH. En el grafico se muestra la abundancia de cada

clase de metabolito especializado encontrados en los 214 genomas con presencia de

dominio C.

En los genomas analizados abundan los hibridos que combinan dos o mas
clases de metabolitos, de los cuales, la mayoria (70.66% de los CGB
hibridos resultantes) contenian genes con dominios putativos de las
SPNR.

Esto podria explicarse con el modo de evolucién de estas enzimas, que
consta en la expansidn o duplicacidon de regiones génicas dentro del

mismo cluster para ser alteradas por mutaciones posteriormente.?

55



Después de este proceso es muy poco probable que el producto del CGB
adquiera una funcionalidad importante desde el inicio, sin embargo, el
deshacerse de esta regidén se vuelve un proceso complicado y de gran
consumo energético para la célula debido a que suelen ser regiones de
DNA muy grandes y de alto contenido de guanina y citosina, por lo que
se opta por realizar mas modificaciones a la secuencia hasta que esta
adquiera funcionalidad, como la insercién de genes de otra clase de

metabolito, generando asi hibridos.10>

Un ejemplo de esto podria verse en la Figura 4, en donde es claro que la
ausencia de genes que rodean a los genes parecidos a EntE y EntB (azul
y rosa fuerte) son consecuencia de los procesos antes mencionados, sin
embargo, aun se requiere evidencia experimental para sustentar esta
teoria.

Cantidad de CGB promedio encontrados por género de BAP
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Figura 9. Presencia promedio de cada una de las clases de CGB de metabolitos

especializados predichos por AntiSMASH por género bacteriano En el grafico se muestra

la abundancia de cada clase de metabolito especializado por género bacteriano,

encontrados en los 214 genomas con presencia de dominio C.
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El siguiente grupo mas grande de CGB predichos en los genomas de BAP

con presencia de dominios C corresponde a las SPNR (17%).

Se realiz6 un perfil de metabolitos especializados promedio por género
bacteriano (Figura 9) y las SPNR fueron el tipo de CGB mas predicho en
las especies de Bacillus, Duganella, Nocardia, Nocardiopsis,
Pseudomonas, Rahnella, Rhodococcus y Serratia, ademas estos CGB

estuvieron presentes en todos los genomas analizados.

Para Acinetobacter y Micromonospora se presentaron en forma de
hibridos.

Para el resto de los géneros analizados predominaron los terpenos, PKSs

y, para el caso particular de Paenibacillus, los PSRMP.

Los terpenos son compuestos comunes en las bacterias asociadas a
plantas, en especial en los epifitos (bacterias que habitan la superficie de
las plantas) que producen una gran variedad de carotenoides
(tetraterpenos) debido a que son capaces de captar y procesar la luz UV

de los rayos del sol.6>:106

Ademads, se cree que la pigmentacién, funcién de los terpenos y
arilpolienos (PKs), es un factor que favorece la colonizacion de la filosfera

(superficie de la planta) por parte de las bacterias.33:107,108

Estos procesos son beneficiosos tanto para la bacteria como para la
planta, siendo las PKSs y los terpenos importantes para el establecimiento

de la simbiosis entre ambos organismos.

La funcidn de los SPNR, como se habia mencionado anteriormente, podria
estar relacionada de igual forma con mecanismos que promuevan la

formacion del holobionte.

Entre estos mecanismos se conocen la fijacién de nitrégeno, solubilizacién

de fosfatos y metales como hierro y zinc, produccién de fitohormonas
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como el acido indol-3-acético (AIA), degradacion de compuestos téxicos
como especies reactivas de oxigeno, facilitacion de adquisicion de
nutrientes por transportadores de membrana o sideréforos y la
produccién de compuestos de caracter antimicrobiano para la produccién

contra fitopatdgenos.23:26,66,80,86,109-111

Si bien hay reportes de actividad de captacion y solubilizacién de metales
por parte de las SPNR, su bioactividad se relaciona mas comunmente con
la defensa contra fitopatdogenos.2/:111.112 Esta propiedad de inhibicién
puede aprovecharse para atacar patégenos que provoquen enfermedades

humanas, tal como se muestra en la Tabla 1.

8.5. Analisis filogenéticos de los genomas resultantes de BAPs
De los 214 genomas resultantes, los géneros de Bacillus (Gram positivo)

y Pseudomonas (Gram negativo) fueron los que tuvieron una mayor
representacién (61 y 34 cepas, respectivamente), por lo que se construyé
un arbol filogenético para ambas especies con el fin de seleccionar un

determinado numero de cepas representativas.

Las figuras de los arboles se presentan en el material anexo; Figura I para

el género Bacillus y Figura II para Pseudomonas.

Los géneros representativos para cada género, por clado filogenético
fueron: Bacillus safensis strain PgKB20, Bacillus altitudinis strain Ba1449,
Bacillus cereus strain 21155, Bacillus licheniformis strain ME35, Bacillus
subtilis strain UD1022, Bacillus velezensis strain MEJO5, Pseudomonas
viridiflava strain KF485, Pseudomonas putida strain PC2, Pseudomonas
denitrificans (nomen rejiciendum) strain BG1l, Pseudomonas sp. Q1,
Pseudomonas chlororaphis subsp. aureofaciens strain ChPhzTR18,
Pseudomonas putida strain PgBE89 y Pseudomonas brassicacearum strain
TM1A3.
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Con estas selecciones se construyeron dos arboles filogenéticos mas, uno

para las bacterias Gram positivas y otro para las Gram negativas

resultantes del BLAST de la seccidon anterior, los resultados se muestran

en las Figuras 10 y 11 respectivamente.
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Figura 10. Arbol de BAP Gram positivas. Genomas resultantes del BLAST con un dominio

de condensacion perteneciente a una SPNR. Alineamiento realizado por MAFFT y

analizado por RAXML en la plataforma BV-BRC usando el servicio “Construccion de

arbol filogenético”. En color azul se encuentran marcados los clados filogenéticos cuyo

metabolito especializado mas abundante fueron las SPNR y las PKS, en amarillo los

terpenos, en naranja los PsRMP y en gris cualquier otro tipo de metabolito.
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Figura 11. Arbol de BAP Gram negativas. Genomas resultantes del BLAST con un dominio

de condensacion perteneciente a una SPNR. Alineamiento realizado por MAFFT y
analizado por RAXML en la plataforma BV-BRC usando el servicio “Construccién de
arbol filogenético”. En color azul se encuentran marcados los clados filogenéticos cuyo
metabolito especializado mas abundante fueron las SPNR y las PKS, en amarillo los

terpenos, en naranja los PsRMP y en gris cualquier otro tipo de metabolito.
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El perfil de metabolitos especializados parece estar fuertemente ligado a

la filogenia de las bacterias productoras.

En la Figura 10 se observa un clado filogenético que contiene a los géneros
de Streptomyces, Actinomadura y Nocardiopsis, en general estos tres
géneros contienen en su mayoria CGB asociados a terpenos, ademas los
tres géneros tienen presencia de todas las clases de metabolitos

analizados en este estudio, en abundancias similares.

El siguiente clado contiene a los géneros Nocardia, Rhodococcus,

Micromonospora, los cuales producen mayoritariamente SPNR y PKSs.

A pesar de que se encuentran mas metabolitos de cada clase en los
genomas de Nocardia, parecen tener una proporcion y presencia similar

con los encontrados en el género Rhodococcus.

Por otra parte Micromonospora difiere principalmente por su carencia de
CGB de SPNR sin embargo este hecho parece compensarse con la
abundancia de clisteres hibridos, de los cuales siete de los diez CGB
hibridos encontrados en su genoma contienen dominios asociados a la
clase de las SPNR.

En el clado filogenético en el que se encuentran los genomas de las
bacterias Bacillus, Aeribacillus y Paenibacillus no parece haber similitudes
significativas, sin embargo, es un resultado obtenido de comparar 61
cepas de Bacillus contra 1 y 3 cepas de las dos ultimas mencionadas
respectivamente, para hacer afirmaciones acerca de las similitudes en el
perfil de metabolitos especializados de estas cepas se requiere un analisis

con mas datos.

En la Figura 11 se observa el mismo patron para las bacterias Gram
negativas; el clado con los géneros Enterobacter, Kosakonia y Klebsiella

son similares en tanto a la clase de metabolitos producidos como a su
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abundancia, con excepcion de los siderdéforos que no se encuentran en los
genomas de Klebsiella, género que también se encuentra mas distanciado

dentro del clado filogenético analizado.

El perfil de metabolitos especializados de Enterobacteriaceae y Pantoea
difiere Unicamente en la presencia de unos cuantos CGB de PKSs en los
genomas de este ultimo, ademas, el andlisis de arbol filogenético los ubica
mas cercanos entre si que con el género Erwinia, el cual se encuentra en
el mismo clado y en cuyos genomas se predijeron metabolitos similares
en abundancias, siendo las diferencias mas notorias una mayor cantidad
de CGB hibridos y de PKSs.

Los géneros de Stenotrophomonas y Xanthomonas contienen en sus
genomas la misma cantidad de CGB de SPNR y PKSs, los cuales
constituyen alrededor de la mitad del promedio de los CGB predichos para

estos géneros.

El caso en el que mas diferencias se encontraron fue el clado constituido
por las bacterias Burkholderia, Ralstonia y Duganella donde la
predominancia de CGB fue de la clase hibrida o de otro tipo de metabolitos

gue no entraron en la clasificacion de los analizados en este estudio.

Los hibridos no solamente son los mas abundantes en los genomas
analizados, sino que también se sabe que tienen un gran potencial de

bioactividad.113-114

Es importante llamar la atencién a que en la mayoria de los clados
filogenéticos donde abundan las SPNR y PKSs, también se encuentran en

gran numero hibridos de ambos tipos de metabolitos.

Esto se debe a las grandes similitudes que comparten ambas enzimas,
por ejemplo, es posible relacionar el nUmero de residuos que conformaran

en producto final (PNR o PK) con el nUmero de mddulos que componen la
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enzima que los sintetiza, de igual forma esta organizacidn modular esta

relacionada con la elongacién del péptido final.68:109,115

Ademas, se sabe por analisis bioinformaticos que ambas enzimas
evolucionan por medio de fusiones entre sub clisteres que funcionan de
forma independiente y que sufren modificaciones por mutaciones
posteriores o intercambios de informacién genética por eventos de

recombinacion robusta.2/115

Las diferencias principales entre este tipo de enzimas van en la estructura
cuaternaria de las mismas, que para el caso de los PKSs suelen adquirir
la forma de homodimeros mientras que las SPNR son mondmeros de
manera natural, ademas el mecanismo de elongacion de los PKSs esta
basado en reacciones de tipo condensacién de Claisen, mientras que las
SPNR establecen la formacion de enlaces peptidicos por medio de sus

dominios de condensacion.68:116

El estudio de Theobald et al. demostré una relaciéon evolutiva entre los
hibridos de PKSs y SPNR en el género fungico Aspergilli, estos comparten
ancestros de CGB de PKSs en comun, también se indica que la versatilidad
genética de las SPNR es mucho mayor y pueden divergir entre ellas con

mayor facilidad.11”

En el mismo estudio se hipotetiza la divergencia de ambas clases de
enzimas de un metabolito especializado que sea un ancestro en comun
de ambas, lo cual explicaria la concurrencia con la que se presentan estas

dos enzimas en los genomas bacterianos.
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8.6. Analisis de redes de similitud
Las FCG resultantes del analisis se muestran en la Figura 12. El resultado

de este analisis fue la agrupacion de los CGB en 85 FCG y 169 clusteres

huérfanos (que no se agruparon en ninguna familia).

No hubo copias de los CGB en el mismo genoma de ninguna de las
bacterias analizadas, esto probablemente por la dificultad de la célula de
replicar regiones tan grandes de DNA, lo cual requeriria un gran consumo
energético invertido en una enzima que si bien pudiera ofrecer mejores
capacidades de adaptacion, no es parte del metabolismo central de la

célula.

Las duplicaciones que se realizan estan mas bien asociadas a
fragmentaciones del CGB o de genes de este y posteriores fusiones con
otros fragmentos o clusteres completos de SPNR como forma de su

mecanismo de evolucion.2115

En la Figura 13 se muestra un mapa jerarquico de las 20 FCG mas
grandes, como era de esperarse los géneros bacterianos con mayor
representacién; Bacillus (61), Burkholderia (16), Enterobacter (10),
Pantoea (10), Pseudomonas (34), Serratia (16) y Streptomyces (25),

fueron también los que aportaron un mayor numero de CGB a estas FCG.

Dentro de las 50 familias mas numerosas se encuentran también CGB de
los géneros de Azospirillum (2) con dos familias de dos CGB cada una,
Nocardia (5) con dos familias de 3 y 2 CGB y Paenibacillus (3) con dos

familias de tres CGB cada una.
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Figura 12. FCG resultado del analisis de redes de similitud. Se muestran las 85 FCG que

agrupan 365 CGB de SPNR predichos por el programa BIG-SCAPE utilizando el valor

por defecto de corte de distancia sin procesar. Se resaltan en la figura las estructuras

de los compuestos con mayor porcentaje de identidad de los CGB representantes por
familia, de izquierda a derecha; Rizomida, Surfactina, Liquenisina, Bacillibactina y

Turnerbactina
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Figura 13. Mapa jerarquico con 13 de las FCG con mayor numero de CGB. A la izquierda se

muestra un perfil de presencia/ausencia de FCG, se resaltan en orden de izquierda a

derecha las FCG 100, 29, 93 y 58. A la derecha se muestran clados con varias cepas

de Bacillus, Las lineas naranjas asocian la presencia de todos los CGBs de la FCG 100

con todos los miembros del clado mas grande del arbol, lo mismo para las lineas

verdes con la FCG 58. En rojo y azul se resaltan algunas cepas de B. amyloliquefaciens

y B. velezensis, puede notarse que, aun habiendo mas cepas de la misma especie, no

todas comparten la presencia de CGB de la FCG 93 (cepas vy lineas resaltadas en color

azul) y la FCG 29 (cepas y lineas resaltadas en color rojo)

Si bien varias actinobacterias como Streptomyces son consideradas como

una fuente valiosa de metabolitos especializados, los géneros de
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Pseudomonas, Burkholderia, Serratia, Bacillus y Paenibacillus también
producen la mayoria de los péptidos antimicrobianos empleados en la

medicina actual que han sido desarrollados desde el afio 2000.1>:16,118

Se sabe que algunas bacterias como las del género Nocardia son fuentes

importantes de CGB de metabolitos especializados.>*11?

El estudio realizado por Helfrich et al. del microbioma completo de la
planta Arabidopsis thaliana probd que los miembros de la familia
Nocardiaceae, como Nocardia y Rhodococcus son las Unicas
actinobacterias con gran abundancia de SPNR en sus genomas.1%8 Sin
embargo en el mismo estudio se reporta que a pesar de la gran
abundancia de metabolitos producidos, estas bacterias no exhibieron
actividades de inhibicién de crecimiento de otras cepas bacterianas de la

misma planta, al menos en condiciones de laboratorio.

Hay una clara predominancia de SPNR en algunos de los genomas

analizados en este y otros estudios.

Por el gran tamafio de los genes que las sintetizan pudiera hacerse la
hipdtesis de que estas se encuentran en los genomas de mayor tamafio,
capaces de contener un mayor niumero de genes y conservar porcentajes

grandes de Guanina y Citosina.10>

Sin embargo, lo anterior se descarta, pues observando la Tabla I de los
genomas de BAP analizados; géneros con genomas de tamafio similar al
de Streptomyces, Nocardia y Burkholderia como lo son los de
Mesorhizobium, Streptacidiphilus y Dyadobacter no se encontrd presencia
de dominios de condensacion asociados a SPNR en el analisis de BLAST
por lo que se descarta esta primera hipotesis. Otra hipdtesis es que este
tipo de enzimas pudieran ser esenciales en las condiciones ambientales

en las que se adaptan las bacterias antes mencionadas.
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El estudio de Han et al. ubica a las actinobacterias y proteobacterias
(Burkholeria, Ralstonia, Klebsiella, Pseudomonas, etc.) como las bacterias
mas abundantes en el suelo y rizésfera de las plantas, sin embargo, de
nuevo aparecen excepciones de genomas analizados por BLAST de la
Tabla I que no contuvieron dominios de condensacion de SPNR como las

proteobacterias Achromobacter, Agrobacterium y Acinetobacter.120.121

Por otra parte, en la Figura 7 y la Tabla II se pueden observar distintos
patrones de distribucion geografica de aislamiento de las bacterias

analizadas.

Tan solo las 5 cepas de Nocardia analizadas en este estudio provienen de
Brasil, China, Alemania y Tailandia. Sumado a esto, un estudio realizado
por Mannle et al. demostrd que los clisteres de metabolitos especializados
del género Nocardia no tienen una correlacién con el ecosistema del que

se aisld la cepa. Por lo que se descarta la segunda hipodtesis.1?!

A pesar de no contar con los datos suficientes para determinar un patron
de abundancia de SPNR en los genomas de bacterias, es importante
destacar el hecho de que de los 169 clusteres huérfanos obtenidos del
analisis de BIG-SCAPE, 30 (18%) son de los genomas de Nocardia.

Estos no estan conservados entre la especie, sino que las bacterias de
este género tienden a adquirir nuevos CGB de SPNR con variaciones

significativas.

Ademas, 14 de ellos no tuvieron una correlacién importante en ninguna
de las familias de clUsteres de la base de datos de BiG-FAM, lo que sugiere

novedad en estos metabolitos.

Por todo esto, no se descarta esta informacién como importante y con
mas investigacidon pudiera abrir una nueva linea de investigacion que

ayude a comprender mas sobre la presencia de clusters huérfanos dentro
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de este género bacteriano, como si la transferencia vertical y horizontal

de genes se viera impedida por algun factor especifico.

Por ultimo, el género Azospirillum ha sido estudiado desde el punto de
vista agrondmico y se sabe ampliamente desde el descubrimiento clasico
de productos naturales que es capaz de producir compuestos como
fenilpropanoides, alcaloides y fitohormonas que promueven el crecimiento
de las plantas, sin embargo, sus genomas han sido poco explorados desde

la mineria gendémica.122123

Todas las familias estuvieron conformadas por CGB provenientes del
mismo género bacteriano a excepcion de la familia 220 (Figura 14 A) que
estuvo conformada de 10 clisteres de genes provenientes del género
Pantoea y uno solo del genoma de Enterobacteriaceae bacterium
EKM102V.

Analisis filogenéticos de la Figura 11 muestran que esta bacteria se
encuentra mas relacionada con el género de Pantoea (familia
Erwiniaceae) que con Klebsiella o Enterobacter (miembros de la familia
Enterobacteriaceae), por lo que puede que el genoma se encuentre mal

anotado.

La familia 223 (Figura 14 B) consta de dos clUsteres provenientes de los
genomas de Klebsiella sp. NFIX53 y Kosakonia sp. MH5, un anélisis de
BLAST en la base de datos de NCBI y UNIPROT revelaron que el CGB
contiene homodlogos del gen EntF de la enterobactina sintasa, cuya funcién

ha sido detallada en la primera parte de este estudio.

Esta FCG se encuentra relacionada en un clan con las FCG 219 (Figura 14
C), 397 (Figura 14 D) y 220 (Figura 14 A) sin embargo los CGB no fueron
agrupados en la misma familia pues la distancia de corte de valores sin

procesar fue superior a 0.30.
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Esta relacion es un ejemplo de la transmisién de este tipo de metabolitos
especializados por transferencia horizontal de genes;!?* mientras las
especies bacterianas que producen los CGB de las FCG 223, 219 y 220 se
encuentran muy cercanos en el arbol filogenético de la Figura 11, la
bacteria Rahnella sp. J11-6 se encuentra evolutivamente lejana y en las
especies intermedias no hay sefal de la conservacion de este CGB, por lo
gue puede inferirse que no se mantuvo desde un ancestro en comun sino

que el CGB fue transferido de una bacteria a otra por este tipo de evento.
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Figura 14. Clan de Familias de Clusteres con un gen homologo a EntF. Se muestran las
FCG A)220, B)223, C)219 y D)397. Los arboles fueron realizados por el programa
CORASON, incluido en la version 1.1.0 de BIG-SCAPE. Las flechas separadas
representan los genes que forman parte del CGB y de sus alrededores mientras que las

regiones de diferentes colores representan los dominios funcionales de los mismos.
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Por otra parte, es observable en la Figura I y Figura 15 que todos los
miembros del clado mas grande del género de Bacillus (B.
amyloliquefaciens, B. methylotrophicus, B. velezensis y las cepas B. sp.
EKM104P, B. sp. EKM213B, B. sp. EKM601B, B. sp. HNA3, B. sp. strain
Co1-6 y B. sp. EKM420B) también tienen en comun la familia 100 del
analisis de redes de similitud por BiG-SCAPE, lo que hace inferir que este
CGB fue adquirido por todas las especies al ser conservado desde un

ancestro en comun, confirmando la transferencia vertical de genes.

Por el estudio de Belknap et al. se sabe que miembros de la misma
especie, pero de diferente cepa pueden contener en sus genomas una
significativa variedad y abundancia de clisteres de metabolitos
especializados, este estudio corrobora este planteamiento,

especificamente para CGB de SPNR.118

Por ejemplo, en los genomas de B. amyloliquefaciens Y2, B.
amyloliquefaciens subsp. plantarum YAU B9601-Y2 y B. velezensis strai
LP16S y B. velezensis strain H2.2, B. velezensis strain BT2.1, B.
velezensis strain MEJO5 se encuentran clUsteres de las familias 29, 93,
159 que no se encuentran presentes en el resto de los genomas de la

misma especie.

Este fendmeno trata de explicarse con la “Hipotesis de la Reina Negra”12>
la cual propone a estos metabolitos no compartidos dentro de la misma
especie como un recurso colectivo, puesto a disposicién del resto de las
cepas, las cuales pueden enfocarse en conservar solamente los genes
esenciales para sobrevivir o aprovechar la bioactividad del metabolito en
cuestion, haciendo uso de las ventajas que este pueda proveer sin sufrir

las consecuencias de no tenerlo.
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Figura 15. FCG numero 100. Arbol realizado por el programa CORASON, incluido en la

version 1.1.0 de BIG-SCAPE. Las flechas separadas representan los genes que forman
parte del CGB y de sus alrededores mientras que las regiones de diferentes colores

representan los dominios funcionales de los mismos.

8.7. Propuesta de un nuevo CGB de una SPNR para la producciéon de un
nuevo compuesto bioactivo.
Se selecciond un CGB por cada una de las 85 FCG y los 169 clusteres

huérfanos para ser comparados con las familias de clusteres de la base
de datos de BiG-FAM, esta reune un total de 1,225,071 BGC predichos en
genomas de las bases de datos publicas y BGC caracterizados de MiBIG,
de los cuales 426,265 (35%) pertenecen a la clase de SPNR y se agrupan

en 15,673 familias.”?

55 de las FCG descubiertas en este estudio mostraron tener una secuencia
completa que al ser comparada con la base de datos de BiG-FAM y MiBIG

no mostraron coincidencias significativas, lo cual sugiere novedad.
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Clusteres que si fueron agrupados con un nivel significativo con una FCG
de la base de datos de BiG-FAM no necesariamente son CGB no
novedosos, puesto que muchas de estas familias no tienen evidencia de
un producto funcional a nivel experimental y solamente se ha predicho la
clase de metabolito especializado a la que perteneceria el producto del
CGB, sin embargo, para asegurar el evitar el redescubrimiento estos

clisteres fueron descartados de la seleccidn final.

De las 55 FCG se seleccionaron aquellas que se encontraban mas
conservadas, es decir, aquellas que contenian mas de un CGB agrupado
en ellas por el programa BiG-SCAPE, esto con el fin de asegurar que el
producto final producido por el CGB sea un producto funcional y no una
enzima en proceso de evolucién y de adquisicion de funcionalidad o en

proceso de ser silenciado.

Los CGB huérfanos no necesariamente codifican para productos no
funcionales, de hecho, estos han llamado recientemente la atencidn
debido a que no se ha mostrado su potencial como fuente de PN, sin
embargo, debido al elevado numero de CGB huérfanos es necesario
realizar analisis que los correlacionen con moléculas pequenas con

actividad demostrada.”’>

Fueron 12 los CGB que se agruparon con al menos un clUster mas en una
FCG de BiG-SCAPE y ademas no mostraron una relacion significativa con

alguna familia en la base de datos de BiG-FAM.

De estos se selecciond el CGB predicho por AntiSMASH en el genoma de
Azospirillum brasilense strain Az39, que agrupo junto con un CGB
predicho en un genoma del mismo género bacteriano en la FCG 13 (Figura
16).
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Figura 16. FCG nimero 13. Arbol realizado por el programa CORASON, incluido en la

version 1.1.0 de BIG-SCAPE. Las flechas separadas representan los genes que forman
parte del CGB y de sus alrededores mientras que las regiones de diferentes colores

representan los dominios funcionales de los mismos.

Las BAP que contienen los CGB de la FCG 19 fueron aislados de las plantas
Triticum aestivum vy Digitaria eriantha en el sur de América, ninguna de
las hospederas cuenta con reportes de actividad medicinal relevante sin
embargo ambas son cultivadas en climas desde calidos hasta semiaridos
y tienen propiedades altamente nutricionales,®1126 siendo el trigo uno de

los alimentos mas cultivados a nivel mundial.

Ambas plantas han logrado adaptarse a ecosistemas con baja
disponibilidad de agua y temperaturas altas, manteniendo no soélo
cantidades de nutrientes suficientes para si mismas y su microbiota, sino
que también almacenan cantidades grandes de energia que sirve como

fuente de alimento principal para ganado y humanos.12¢

Esto vuelve a ambas especies hospederas interesante en términos de
mecanismos de adaptacidn a su ecosistema, ya sean propios o de su
microbiota, tomando en cuenta que el género Azospirillum ha sido
estudiado desde el punto de vista agrondmico y se sabe que es capaz de

producir compuestos que promueven el crecimiento de las plantas.122

El CGB del genoma Azospirillum brasilense strain Az39 perteneciente de

la FCG 13 predicho por AntiSMASH se muestra en la Figura 17.

Este consta de un Unico GBC de una SPNR, este gen esta compuesto por

dos modulos divididos a su vez en siete dominios funcionales.

El programa NRPSpredictor integrado en la versién 6.1.1 de AntiSMASH

identifica el segundo dominio A de la enzima como el encargado de
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incorporar un residuo de Serina y el primer dominio A como un dominio
inactivo (Figura 18), sin embargo, para el momento en el que se escribe
esta seccidn se encuentra disponible una prueba beta de la versién 7.0 de
antiSMASH, que al realizar el analisis de mineria gendmica al mismo
genoma identifica el primer dominio A como el encargado de reclutar al
aminoacido no proteinogénico de la Ornitina y el segundo como un

dominio inactivo (Figura 19).

Si bien ambas versiones pueden estar parcialmente en lo correcto, el
software NRPSpredictor no ha tenido actualizaciones nuevas desde el

2011 por lo que el resultado podria ser mejor.>2

En este tiempo se ha demostrado que la selectividad de un bloque de
construccién no se asocia Unicamente a un dominio de adenilacién sino
qgue el dominio de condensacidon puede contribuir significativamente en la
seleccién y modificacién del residuo, sobre todo si este no es un elemento
proteinogénico, como los acidos grasos, los cuales suelen ser
incorporados en SPNR con un dominio de condensacion inicial, como es el

caso del cluster analizado. 44 54

NRP3
D)@ a D D D D S ) . ) & DI:)DDDI:ZD-D. S e
Figura 17. CG'B predicho por AntiSMASH v6.1.1 de una SPNR identificada en el genoma de

Azospirillum brasilense strain Az39. EI CGB presentado se agrupé en la FCG 13 por BiG-

SCAPE. En rojo se resaltan los genes biosintéticos centrales, en rosa los genes

biosintéticos adicionales, en verde los reguladores y en azul los transportadores.

La selectividad modular predicha por AntiSMASH fue corroborada con la
herramienta de mineria gendmica PRISM,!?’ el esquema resultante se
muestra en la figura 20. En este caso PRISM predijo ambos médulos como
maddulos activos, cuyos dominios de adenilacién seleccionan los residuos

de la Ornitina (Médulo 1) y la Serina (Mddulo 2), sin embargo, junto con
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estos AA predijo un bajo nivel de especificidad para otros residuos como
hidroxiacetilornitina, Lys, Arg, Asn, Phe, GIn, Trp para el moédulo 1 y Ser,

Ala, GIn, Orn, Gly, Arg, Phe, Trp para el modulo 2.

Figura 18. Composicion de médulos y dominios del gen biosintético central del CGB
propuesto. M1: Médulo 1, M2: Mddulo 2, C: Dominio C, A: Dominio A, CP: Dominio

PTP, TE: Dominio TE. Analisis modular realizado por la herramienta NRPSpredictor2>2

incorporada en la version 6.0 de AntiSMASH.

IO

Orn X

Figura 19. Composicion de médulos y dominios del gen biosintético central del CGB
propuesto. M1: Médulo 1, M2: Médulo 2, C: Dominio C, A: Dominio A, CP: Dominio

PTP, TE: Dominio TE. Analisis modular realizado por la herramienta NRPSpredictor2>2

incorporada en la prueba beta de la version 7.0 de AntiSMASH.
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Figura 20. Composicion de dominios que conforman el gen biosintético central del CGB
propuesto predicho por PRISM. Andlisis de dominios realizado por las herramientas

incorporadas en la versidon mas actual de PRISM. C*: Dominio de condensacion inicial.
T: Dominio PTP, C: Dominio C, TE: Dominio de TE.1?”

En la tabla 1 se muestran los compuestos Brabantamida y Xenortides, dos
péptidos no ribosomales sintetizados por SPNR dimodulares, al igual que
la SPNR propuesta, que cuentan con actividad antibacteriana vy

antiprotozoaria.4®

En la Figura 21 se muestra el esquema genético del CGB de la
Brabantamida, al comparar el CGB propuesto y su estructura de las
Figuras 18 y 19, encontramos entre las caracteristicas en comun la
selecciéon del residuo de L-Serina por uno de los moddulos de sus
respectivas enzimas asi como la presencia de un dominio de condensacién
inicial responsable por la adicién de un elemento no proteinogénico, lo
mas probable es que un acido graso, tal es el caso para la Brabantamida,

cuya estructura se presenta en la Figura 22.

Por otra parte, se realizd un analisis de homologia con BLAST en la base
de datos de NCBI empleando la secuencia del gen biosintético central del

CGB propuesto, los resultados se muestran en la Figura 23.

En la Figura 23 es observable que el gen biosintético central se encuentra
mas conservado de lo predicho en el andlisis de redes de similitud por
BiG-SCAPE al ser encontrado en 10 cepas mas del mismo género con un
porcentaje de identidad superior al 90%, ademas, en varias ocasiones

este CGB se encuentra repetido en el cromosoma y los plasmidos de las
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cepas resultantes, lo cual es un fuerte indicio de su importancia en los

genomas analizados.

Las bacterias suelen compartir secuencias genéticas por eventos de THG
cuando estas secuencias se encuentran codificadas en sus plasmidos, sélo
las secuencias mas importantes son conservadas por la bacteria receptora
de la informacion genética, lo cual pudiera ser el caso ya que el CGB se

encuentra en plasmidos de mas de una especie de Azospirillum.

braA d B'ra braB braC  braD braE
N
—— >

1kb

Figura 21. Esquema genético de la SPNR de la brabantamida. El médulo 1 (primeros

dominios de izquierda a derecha C-A-T) se encarga de la incorporacion del acido graso
asi como del residuo Serina, mientras que el médulo 2 (dominios C-A-T-TE
subsecuentes) se encargan de la adicién de la Prolina y liberacion del péptido. Imagen

tomada de Schmidt et al.4®

SB-253514
brabantamide A (1)

Figura 22. Estructura quimica del compuesto Brabantamida. Imagen tomada de Schmidt

et al.*°

Por otro lado, un mecanismo para conservar la informacién genética
importante por parte de las bacterias es llevando varias copias del CGB,

estas pueden estar distribuidas entre el cromosoma y los plasmidos lo
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cual también es el caso en algunos de los genomas resultantes del analisis

de BLAST.

Description
v

Azospirillum brasilense strain Az39 plasmid AbAZ39_p2, I

Azospirillum argentinense strain MTCC4036 plasmid p2, complete sequence

Azospirillum argentinense strain MTCC4035 plasmid p2,_complete sequence

Scientific Name
v

Azospirillum argentinense

Azospirillum argentinense

Azospirillum argentinense

Azospirillum brasilense strain 2020 WEIHUA_K plasmid unnamed2 lete sequence Azospirillum brasilense
Azospirillum brasilense strain MTCC4039 plasmid p1, complete sequence Azospirillum brasilense
Azospirillum baldaniorum strain Sp245 plasmid Sp245_p03 Azospirillum baldaniorum
Azospirillum brasilense Sp245 plasmid AZOBR_p3 complete genome Azospirillum baldaniorum
Azospirillum brasilense strain Cd plasmid p3._complete sequence Azospirillum brasilense
Azospirillum brasilense strain Cd chromosome 3,_complete sequence Azospirillum brasilense
Azospirillum brasilense strain Sp 7 plasmid p3, complete sequence Azospirillum brasilense
Azospirillum brasilense strain Sp 7 chrc S 3, _complete sequence Azospirillum brasilense
Azospirillum brasilense strain MTCC4038 plasmid p2,_complete sequence Azospirillum brasilense
Azospirillum brasilense strain Sp 7 plasmid ABSP7_p2 lete sequence Azospirillum brasilense

Azospirillum sp. TSH58 plasmid TSH58_p02, complete sequence

Blastochloris viridis DNA, complete genome, strain: DSM 133

Blastochloris viridis genome assembly Blastochloris viridis genome. chromosome : |

Azospirillum sp. TSH58

Blastochloris viridis

Blastochloris viridis

Blastochloris viridis strain ATCC 19567 chromosome, complete genome

Xanthobacter sp. YC-JY1 chromosome. complete genome

Xanthobacter dioxanivorans strain YN2 chromosome,_complete genome

Blastochloris viridis
Xanthobacter sp. YC-JY1

Xanthobacter dioxanivorans

Max
Score
v
13280
11557
11409
10567
10388
10364
10346
10344
10344
10344
10344
10344
10344
9878
1714
1714
1714
1472

1301

Total
Score
v
13280
11557
11409
10567
10388
10364
10346
10344
10344
10344
10344
10344
10344
9878
1714
1714
1714
1472

2044

Query

Cover value
v v

100%
100%
100%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
100%
79%
79%
79%
78%

76%

0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0

Per.
Ident
v
100.00%
95.70%
9528%
93.44%
92.97%
92.89%
92.84%
92.85%
92.85%
92.85%
92.85%
92.85%
92.83%
9150%
72.85%
72.85%
72.85%
72.23%

74.46%

Acc. Len
v

933960
1167812
951667
863243
1845095
810374
778798
701851
866433
700012
851076
824946
819020
1910929
3726627
3723225
3724841
5392410

6277310

Accession

CP007795.1
CP032332.1
CP032323.1
CP059451.1
CP032346.1
CP022255.1
HE577330.1
CP033321.1
CP033320.1
CP033315.1
CP033314.1
CP032341.1
CP012916.1
CP022367.1
AP014854 2
LN907867.1
CP012946.1
CP032674.1
CP063362.1

Figura 23. Analisis de BLAST realizado en la base de datos de NCBI usando la secuencia del
gen biosintético central del CGB propuesto.

Tomando en cuenta las caracteristicas que hacen parecer una secuencia

importante al CGB predicho, la promocion de crecimiento conocida del

género Azospirillum, las capacidades de crecer en ambientes con baja

disponibilidad de agua y temperaturas altas de los hospederos de los

genomas que contienen dicho CGB asi como las propiedades genéticas

gue comparte el CGB propuesto con el del antibidtico Brabantamida,

hacen que este cluster sea un candidato interesante para su produccién

por medio de técnicas de biologia celular para probar su actividad en el

laboratorio.
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9. Conclusiones y perspectivas
En este estudio se demostré que muchas de las BAP analizadas producen
una gran variedad de metabolitos especializados con potenciales

aplicaciones biotecnoldgicas.

Los metabolitos analizados en este estudio no sélo suponen una
herramienta por la cual estas bacterias se adaptan a organismos
eucariontes, sino que su aprovechamiento abre la posibilidad de obtener
nuevos compuestos con caracteristicas funcionales y estructurales Unicas
que no perjudiquen a las personas o el medio ambiente para atender

necesidades humanas.

Se realizd in silico un perfil de metabolitos especializados presentes en

genomas de bacterias asociadas a plantas filogenéticamente variadas.

Se logro asociar este perfil a la evolucién de las bacterias por medio de la
construccién de arboles filogenéticos, demostrando que los cambios
evolutivos del metabolismo especializado se encuentran relacionados y/o

acoplados a la evolucion del metabolismo primario.

Las bacterias relacionadas filogenéticamente presentan también patrones
de similitud en la abundancia y clase de compuestos producidos por los

CGB codificados en sus genomas.

Entre los metabolitos mas destacados se encontraron las SPNR por
demostrar tener no sélo una gran abundancia en los genomas de BAP sino
gue la variedad estructural y funcional que mostraron en el analisis de
redes de similitud las vuelve un candidato prometedor para enfocar la

busqueda de nuevos PN por mineria gendmica.

Esto abre la posibilidad de explotar no solamente los CGB mas
conservados dentro de las especies, también una gran cantidad de CGB

huérfanos, de los cuales aun no se ha logrado comprender su papel en
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los ecosistemas que habitan estas bacterias y pudieran tener un

importante potencial biotecnoldgico.

Las predicciones de mineria gendmica se vieron sumamente facilitadas y

complementadas con los analisis bioinformaticos y de filogenia.

Haciendo uso de herramientas como AntiSMASH y PRISM es posible
predecir en cuestién de minutos los potenciales CGB que codifican para
alguna clase de metabolito, comparando con las bases de datos publicas,
y asegurando que estos sean PN novedosos, superando el principal

obstaculo del descubrimiento de PN por el método clasico.

Este tipo de analisis complementado con técnicas de metaboldmica y
comparacién con redes de familias moleculares es actualmente la Unica
manera de descubrir productos naturales con actividad bioldgica
importante, por lo que se propone complementar esta metodologia con

dichos estudios.

Finalmente se propuso un CGB de Azospirillum brasilense strain Az39, por
sus caracteristicas de origen; de hospederos que son capaces de
adaptarse a medios con baja disponibilidad de agua y altas temperaturas

manteniendo un almacenamiento de energia muy grande.

También se tomd en cuenta la composicion genética del CGB que
comparado con el clister precursor del antibiético Brabantamida, hace
gue la secuencia propuesta resulte de interés para su produccion en el

laboratorio.

Se espera que la SPNR propuesta sintetice un producto funcional ya que
se encuentra conservado en varios genomas del género Azospirillum, el
cual cuenta con pocos reportes en la literatura de estudios de mineria
gendmica y de la produccion de metabolitos especializados con

actividades bioldgicas importantes.
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9. Anexo

9.1 Tablas del Anexo

Tabla I. Genomas de BAP empleados en este estudio.

1D del genoma

217204.1

217203.16

40215.113

1785128.14

1219382.4
1148157.47

48296.519
2707340.3
2605268.3

1427535.3

561175.3
1427538.3

33936.22
2775288.3

1736306.3
1736498.3
1736521.3
1736540.3
358.5

1736274.3
2830984.3
2744252.3
192.45
192.5
137722.3
293387.105
293387.4
293387.41
293387.11
1390.838
1390.788

1449088.3

1155777.3

1126211.3

Nombre del genoma
Achromobacter insolitus strain LCu2

Achromobacter spanius strain
Q283
Acinetobacter juniistrain KCTC
42611
Acinetobacter lactucae strain ME27

Acinetohacter nectaris BB226
Acinetobacter oleivorans strain
HW32
Acinetobacter pittii strain HW4Z
Acinetobactersp. EKM10A
Acinetobactersp. FNA11
Actinemadura harringtoniae strain
GKU 128
Actinomadura flavalha DSM 45200
Actinomadura syzygii strain
Aeribacilius pallidus strain PI8
Aeromicrobium sp. CFBP 8757 strain
CFBP8757
Aeromicrobium sp. Leaf245
Aeromicrobium sp. Root236
Aeromicrobium sp. Root344
Aeromicrobium sp. Root472D3
Agrobacterium tumefaciens

Arthrobacter sp. Leaf145
Arthrobacter sp. NtRootA2
Aureimonas sp. ME7
Azospirifium brasilense strain Az39
Azospirifilum brasilense strain Sp7
Azospiriffum sp. B510
Bacilius aititudinis strain Ba 1449
Bacillus altitudinis strain FD48
Bacillus altitudinis strain Lcb
Bacillus altitudinis strain RIT380
Bacilius amyloliquefaciens Bam 1
Bacillus amyloliquefaciens strain
GKT04
Bacillus amyloliquefaciens subsp.
Plantaarum TrigoCori448
Bacillus amyloliquefaciens subsp.
Plantaarum YAU B9%01-Y2
Bacilius amyloliquefaciens Y2

Contigs

1

1

15

68

67
14

27

58
75

76

24
27

25

1

Tamafio Contenido de GC (%) CDS

6428890

6687823

3208237

3885226

2576508
3953258

3699487
3977250
2664814

11715108

6167487
9698644

3833114
3757853

3469640
3919167
3874254
3707866
5122354

4493998
4585189
4379078
7391279
6587527
7599738
3718493
3751533
3628062
3972159
3954399
4149690

3957904

4242774

4238624

65.2

63.8

38.5

38.8

36.7
38.5

38.7
39.0
36.6

70.5

73.3
71.8

39.0
71.2

71.6
69.0
68.8
71.3
56.6

63.2
63.1
66.9
68.5
68.3
67.6
41.4
41.2
41.4
41.0
45.9
46.3

46.5

45.9

45.9

6033

6331

3031

3675

2550
3711

3435
3812
2622

10935

5699
9188

4258
3737

3404
3966
3895
3722
4883
4339
4346
4275
6699
6081
6784
3856
4010
3871
4365
4244
4332

3986

4278

4289
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1392.242
1452.35
1396.282
1397.17
1397.18
483913.168
1402.438
492670.14

72360.25
1408.517
1408.521
1408.101

561879.153
561879.67
2233998.3
2231056.4
393065.4
2708091.3
1683607.3
1683635.3
1683642.3
2585772.3

1409.8
2448811.3
1423.139
1423.765
1423.1052
1423.1814
1423.444
1423.445
1423.434
1423.414
1423.1718
1423.189
1428.933

492670.948
492670.5

492670.755

492670.713

492670.275

492670.968
492670.754
492670.167
492670.1072
492670.405
492670.1113
492670.973
492670.84

Bacillus anthracis strain RIT375
Bacillus atrophaeus strain GQIK17
Bacillus cereus strain 21155
Bacillus circulans strain PK3_109
Bacillus circulans strain PK3_138
Bacillus inaquosorum strain CCSRO2
Bacillus licheniformis strain ME35
Bacillus methylotrophicus strain B26

Bacillus mojovenss strain PS17
Bacillus pumilus strain EB130
Bacillus pumilus strain HW16
Baciltus pumilus strain TUAT1

Bacillus safensis strain HW4
Bacillus safensk strain PgKB20
Bacillus sp. COPES2
Bacitlus sp. CR71
Bacillus sp. E25
Bacillus sp. EKM104P
Bacillus sp. EKM2138
Bacillus sp. EKM4208
Bacillus sp. EKM6018B
Bacillus sp. HNA3
Bacillus sp. strain Co1-6
Bacillus sp. WR11
Bacillus subtils 5G6
Bacillus subtilis strain 30VD-1
Bacillus subtilis strain AMR1
Baciflus subtilis strain Dell
Bacillus subtilis strain DKU_NT 02
Bacillus subtilis strain DKU_NT 03
Bacillus subtils strain ge25
Baciltus subtils strain GQIK2
Bacitlus subtilis strain SH1
Baciltus subtils strain UD1022

Bacillus thuringiensis strain rcé
Bacillus velezens s strain AK-O
Bacillus velezensis strain AL7
Bacillus velezensis strain BT2.1
Bacillus velezensis strain BY6

Bacillus velezensis strain
DKU NT 04

Bacillus velezens ks strain EB14
Bacillus velezensis strain HD2.2

Bacillus velezensis strain JTYP2
Bacillus velezensk strain KOF112
Bacillus velezensis strain LP165
Bacillus velezens k strain MEJOS

Bacillus velezensis strain Mr12

Bacillus velezensis strain Pm9

62

B e - ne

73

Hn—xgn—xmn—sn—\n—xy—\gl—sat—*l—\l—sl—*

S

w

5677918
4325818
6258015
5175203
5274417
4136264
4252220
3868756

4083759
3614840
3645212
3723433
3832643
3786744
5806513
5914775
5915788
3722775
4198232
3908635
4199360
3920648
3922431
4202080
4079669
3957760
4142132
4294389
4014255
4196031
4065429
4072961
4253166
4025326
5789681
3969447
3894709
3889067
3905529

4328187

4007882
3874124
3929789
3929792
3219607
38386050
4001152
3890670

24.9
43.3
24.9
35.6
35.7
44.1
46.1
46.6

43.9
2.8
4.3
M.4
4.3
2.7
35.1
34.7
34.7
4.3
45.8
26.5
45.8
6.5
26.6
43.5
43.8
43.8
43.5
43.2
43.6
43.3
4.8
43.8
43.6
43.9
34.9
26.5
26.6
26.4
26.6

45.2

26.5
26.4
26.5
26.5
26.2
26.4
26.5
26.7

6044
4507
6438
5309
5399
4293
4692
3914

4316
2973
3768
3899
4034
3890
6129
6270
6307
3941
4400
4047
4408
4065
3997

4197
4108
4453
4604
4401
4634
4206
4249
4485
4172
6231
4017
3946
3998
3921

4743

4581
3984
4020
3975
3261
4000
4248
3963
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492670.1092 Bacillus velezensis strain Q12
492670.183 Bacillus velezensk strain T20E-257

492670.1093 Bacillus velezensis strain US1
492670.1114 Bacillus velezensk strain WB
492670.411 Bacillus vekezenssk strain WRNO14
492670.32 Bacillus velezensk strain ZF2
492670.177 Bacillus velezensis strain Z1918
492670.1256 Bacillus velezensis Yao
179879.13 Burkholderia anthina strain XXVi
406425.4 Burkholderia cenocepacia MCO-3
95486.304 Burkholderia cenocepacia strain
CR318
983594.16 Burkholderia cepacia ATCC 25416
886913.3 Burkhoideria cepacia Bu72
28095.11 Burkholderia gladiolistrain ATCC
25417
28095.58 Burkholderia gladiolistrain CGBI0
1176514.8 Burkholderia glumae AU6208
626418.3 Burkholderia glumae BGR1
1176492.5 Burkholderia glumae IMG 2196 =
ATCC 33617
337.31 Burkholderia glumae strain 257sh-1
337.37 Burkholderia giumae strain 336gr-1
337.38 Burkholderia glumae strain 411gr-6
337.39 Burkholderia glumae strain 95785-
41-¢
337.3 Burkholderia gilumae strain GX
337.33 Burkholderia glumae strain HN
337.32 Burkholderia glumae strain HN1
1229205.11 Burkholderia phenoliruptrix
BR345%a
391038.7 Burkholderia phymatum STM815
398527.4 Burkholderia phytofirmans PsiN
416344.3 Burkholderia sp. KIO06
95485.12 Burkholderia stabils strain EB159
371608.7 Candidatus Streptomyces philanthi
strain 23Af2
253.169 Chryseobacterium indolgenes
strain PgBE177
1932669.4 Chryseobacterium sp. SV 274 strain
F3 Prior
2015076.3 Chryseobacterium sp. T16E-39
strain T16E-39
164546.7 Cupriavidus taiwanenss strain LMG
124
164546.61 Cupriavidus tawanensis SWF662M
2035.5 Curtobacterium flaccumfaciens
MEB126

PR R R R NN R

100

L))

B ¥ S B Y £ W W

W o w
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4182261
3900066
4132553
3896799
4063541
3929773
3922711
3951864
7692989
7971389
7664894

8605945

7423506
9312825

8423203
6530819
7284683
6820727

6691685
6879338
6747595
6948206

6866154
6560085
6680415
7651131

8676562

8214658

6629912

9093480

7341895

5008467

S27721

4872888

6476522

6782863
3684420

46.1
46.7
46.0
46.7
46.3
46.5
46.5
46.6
67.0
66.6
66.8

66.6

66.9
67.3

68.1
68.4
67.9
68.2

68.2
68.1
68.3
68.1

68.1
68.3
68.1
63.2

62.3

62.3

67.2

66.0

72.4

36.4

36.1

35.2

67.0

66.9
70.9

4333
3980
4278
3955
4179
4021

4076
7604
7330
7497

8573

6957
8985

7972
6473
6491
6653

6591
6712
6826
6829

6904
6423
6700
7462

8063

8038

6153

9010

8483

4641

4978

4572

5752

6355
3430
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138532.17

138532.12

69373.7

1905847.5
2744253.3
2795488.3
682863.4

1736374.3
1736229.3
1736423.3
1736531.3
1736537.3
1736575.3
1736587.3
2806348.3
1736266.3
1736227.3
1736471.3
1736489.3
1736518.3
471854.5

1736295.3

61645.437

61645.336

881260.67

881260.66

1812935.2

550.1524

158836.552

158836.553

1812935.8

1216470.3
1683712.3

1351.1815

135212494
1352.1249

Curtobacterium flaccumfaciens pv.
flaccumfaciens strain Cff1037
Curtobacterium flaccumfaciens pv.
flaccumfaciens strain P990
Curtohacterium pusiffum strain AA3

Curtobacterium sp. BH-2-1-1
Curtobhacterium sp. ME12
Curtohacterium sp. YC1
Delftia sp. ip-1
Devosiasp. leaf420
Devosiasp. leaf64
Devosia sp. Root105
Devosia sp. Root413D1
Devosia sp. Root436
Devosia sp. Root635
Devaosia sp. Root685
Devosia sp. S143
Duganelia sp. leaf126
Duganelfa sp. Leaf61
Duganelia sp. Root1480D1
Duganelia sp. Root198D2
Duganelia sp. Root336D2
Dyadobacter fermentans DSM
18053
Dyadobacter sp. leaf189
Enterobacter ashuriae strain HW15
Enterobacter ashuriae strain ME44
Enterobacter bugandensk strain
MEI3
Enterobacter bugandensk strain
ME34
Enterobacter cloacae complex
‘Hoffmann cluster IV’ strain 3D9
Enterobacter cloacae strain NFPP41

Enterobacter hormaechei strain
EKMI0E strain Not applicable
Enterobacter hormaechei strain
EKM11E
Enterobacter roggenkampiistrain
ED5
Enterobactersp. SST3
Enterobacteriaceae bacterium
EKM 102V
Enterococcus faecalk strain CECT
7121
Enterococcus faecium strain 1B12
Enterococcus faecium strain 1B15

87

16
24
21
14
16
24

36
33
50
51
39

11

28

93

83

100

23

14

53

43

63
70

17

34
59

3781436

3934341

4541048

3795948
3707131
3378526
6271367
4219601
4252528
5850260
5851492
3919126
3816678
4397626
4264986
5315014
6231257
6603920
6542676
6579467
6967790

6065072

4487493

4519362

4647965

4652007

4653802

5014465

4758480

4756423

4702851

4626853
4687176

2901597

2714058
3159195

70.9

70.4

70.4

71.4
70.9
71.6
67.0
60.7
60.4
65.4
65.4
63.8
64.1
61.5
62.7
65.1
63.5
62.0
62.3
62.3
51.5

47.0

56.1

56.0

56.1

56.1

56.2

54.4

55.6

55.7

56.0

56.1
56.6

37.3

37.7
37.6

3701

4672

4656

3727
3672
3291
5832
4142
4198
S778
5738
3914
3754
241
4222
4632
5411
6140
6036
6074
5956

5303

4253

4313

4437

4422

4396

4815

4554

4545

4372

4257
4628

221

2755
3244
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1352.12493
1352.12489
1352.12492
1603299.3
986.28

986.7

1587524.6
1894971.3
1566297.3
2202822.3
1683645.3
1683646.3
1683647.3
1683649.3
1683650.3
1245.191

2724526.3
1082933.13

278148.9

765698.19

28104.15
1777867.5

935546.5
381.111
381.7
2744515.3
2744517.3
27774753
2744523.3
2744522.3
2483402.3
2483403.3
1736371.3
1736373.3
1736383.3
104336.7
1587523.3
1270.65
1530042.3
515350.1

Enterococcus faecium strain IB16
Enterococcus faecium strain 1B22
Enterococcus faecium strain 1B23
Frwinia sp. Ervvi
Flavobacterium johnsoniae strain
Ho01
Flavobacterium johnsoniae strain
GSEQ9
Flavobacterium sp. MEBO61
Jishengellasp. AZ1-13
Kiehsiella sp. NFIX53
Kosakoniasp. MH5
lactococcus sp. EKM1011
lactacoccus sp. EKM1021
lactococcus sp. EKM2011
lactococcus sp. EKM2031
lactacoccus sp. EKM501L
leuconostoc mesenteroides strain
DPC 7261
leuconostocsp. DB-1
Mesorhizobium amorphae
CCNWGS0123
Mesoarhizobium ciceri biovar
hiserrulae strain WSAM1284
Mesarhizobium ciceri hiovar
hiserrulae WSM1271
Mesarhizobium huakuli strain 583
Mesarhizobium jarvikii strain ATCC
700743
Mesarhizobium loti NZP 2037
Mesarhizobium loti strain 582
Mesarhizabium loti strain TONO
Mesorhizoblumsp. 113-1-2
Mesorhizobiumsp. 113-3-9
Mesorhizobiumsp. 18
Mesorhizobium sp. 1-8-10
Mesorhizobium sp. 1-8-3
Mesarhizobium sp. NZP2234
Mesorhizobiumsp. NZP2298
Methylophilus sp. Leaf414
Methylophilus sp. Leaf416
Methylophilus sp. Leaf459
Microbacterium foliorum strain 122
Microbacterium sp. MEI108Y
Micrococcus luteus strain TYU 2
Micromonospora costistrain CS1-
Micromaonospora endophytica (Xie
etal 201) Liet al. 2019strain NBRC
109090

49

N ES

FRIEXIV RIS

w

W VR R R R R RS WN

16
1
43
2
20

1

3158735
3159757
3156575
4719019
5855069

5109718

5747109
5963223
5431045
5759387
2711771
2707623
2709521
2705547
2708771
3345650

2067165
7343952

6880454

6690028

8449246
7201057

7481739
8330599
8452151
7938383
7592533
6690860
8451969
8445954
6749717
7336816
3028624
2940342
2948005
3744056
3669952
2488099
7182425
6586761

37.6
37.6
37.6
54.4
34.0

34.3

33.6
71.9
58.0
53.9
34.9
34.8
34.9
34.8
34.9
40.3

37.7
62.9

62.5

62.6

62.5
62.9

62.8
62.5
62.6
62.8
62.9
63.8
64.2
64.2
63.1
62.8
48.2
48.2
48.2
67.9
68.0
73.0
73.0
70.9

3230
3244
3225
4608
5212

4410

4921
5605
5278
5756
2905
2891
2902
2892
2893
3421

2169
7374

6926

6763

9118
7537

7703
8632
8688
8046
7617
6658
8419
8388
6805
7427
2949
2823
2819
3664
3553
2339
6926
6553

94



709876.7

285676.35

285676.38

285676.36

285676.39

2783662.3
2604467.3
2824876.3
282487713
2824878.3
2717028.3
2824886.3
648999.4

2824899.3
1914461.4

528178.3

399.197
399.115
399.118
399.116
399.1%
2712894.3
2060726.3
37330.29
2802282.3
2675850.3
1736458.3
2769252.3
2582905.3
2824874.3
349520.38

1406.33
1406.49
1406.193

2871175.6
2823904.3
2823905.3
2026089.3

Micromonospora noduli strain
fupac 07
Micromonospora saelicesenss
strain GARO5
Micromonospora saelicesenss
strain GARO6
Micromonospora saelicesenss
strain Lupac 06
Micromonosporasaelicesensks
strain PSN13
Micromonospora sp. ANENR4
Micromonosporasp. APO8
Micromonospora sp. C31
Micromonospora sp. €32
Micromonospora sp. C41
Micromonospora sp. CMU55-4
Micromonosporasp. D93
Micromonosporasp. L5

Micromonosporasp. U21
Micromonospora terminaliae strain
TMS7
Neorhizobium alkalisoli strain DSM
21826
Neorhizohium galegae 79
Nearhizohium galegae strain Ng37
Nearhizohium galegae strain Ng58
Nearhizohium galegae strain Ng87
Neorhizobium galegae VafX2
Neorhizobium sp. A1 9.22
Nearhizobium sp. SOG26
Nocardia nova strain 1GO-A14
Nocardia sp. 2strain LPG-2
Nocardia sp. CT2-14
Nocardia sp. Root136
Nocardia sp. XZ_19 231
Nocardioides sp. S-1144
Nocardiopsis sp. B62
Paenibacillus polymyxa E681 strain
type B
Paenibacillus polymyxa EB4 G3
Paenibacillus polymyxa strain CFO5
Paenibacilius polymyxa strain ZF129

Paenibacillus sp. DR312
Paenibaciiius sp. SO2
Paenibacilius sp. $25

Paenibacifius sp. XY044

56
75
60
59
41
66
53
84
37
75

68
65

99

27

7120389

7063653

6963058

7060307

7378898

6550221
6187705
6446142
6548084
6820983
6624929
7235627
6962533

7467210
6699733

5869725

6049186
6552719
6565777
6741517
6733441
4904276
4561173
7959976
8382712
7376943
7282860
7432816
4426066
5980749
5416175

5739603
5762608
5820553

7299545
6060529
5958851
7869445

711

71.2

71.2

71.2

711

72.9
73.4
73.3
72.9
72.9
73.0
70.9
72.9

71.6
73.4

60.3

61.7
61.5
61.5
61.0
61.5
60.3
61.2
67.9
68.0
67.9
67.3
67.0
73.5
70.7
45.8

45.8
45.5
45.4

45.8
45.6
45.7
52.3

6711

6747

6614

6712

7069

6222
6010
5814
6221
6398
6169
6954
6283

7466
6488

5939

6057
6556
6719
7076
8443
4793
4543
7625
7986
7114
6948
7098
4642
5521
5073

5198
5138
5362

6476
5609
5453
7713

95



93220.83
549.211

549.332
1891675.3
553.286
470931.12

1683695.3
1683696.3
2708058.3
2708059.3
2708060.3
2708061.3
470934.12
1683697.3
1683698.3
363852.4
332999.9
1736430.3
150123.4
47877.19
930166.114
930166.5
930166.18
930166.17
86192.15
86192.14
86192.17
86192.2
587851.16
587851.13

587851.17

587851.8

Pandoraea pnomenusastrain TF-18

Pantoea agglomerans strain
CFBP13505

Pantoea agglomerans strain Pal7-

Pantoea athagistrain ITYR-117

Pantoea ananatis strain PNA_98 8

Pantoea anthophila strain

Pantoeasp. EKM101V
Pantoeasp. EKM103V
Pantoea sp. EKM10T
Pantoea sp. EKM20T
Pantoea sp. EKM21T
Pantoea sp. EKM22T
Pantoea vagans strain PaVv1i
Pediococcus sp. EKM201D
Pediococcus sp. EKM202D

Pedobacter ginsengisoli strain TOIR-

27
Pedohacter suwonensis strain
F 001
Pelomonas sp. Root1217
Plantaibacter flavus strain 251
Pseudomonas amygdali 35-1
Pseudomaonas brassicacearum
strain 3Re2-7
Pseudomaonas brassicacearum
strain DF41
Pseudomaonas brassicacearum
strain 113-6-12
Pseudomaonas brassicacearum
strain TM1A3
Pseudomonas chloraraphis subsp.
aurantiaca strain 449
Pseudomonas chlororaphis subsp.
aurantiaca strain M12
Pseudomonas chlororaphis subsp.
aurantiaca strain M71
Pseudomaonas chloraraphis subsp.
aurantiaca strain Q16
Pseudomonas chlororaphis subsp.
aureofaciens strain ChPhzTR18
Pseudomonas chlororaphis subsp.
aureoafaciens strain ChPhzTR36
Pseudomonas chloraraphis subsp.
aureofaciens strain ChPhzTR38
Pseudomaonas chloraraphis subsp.
aureofaciens strain P2
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31
75
61
76

65
36

84

13
16

32

[

5499432
4863834

4829682
4316301
4924392
4687858

4593280
4687205
4708129
4884693
4873035
4873346
4850774
1863914
1863914
5373360
5689882
6649903
4211682
6596445
6738544
6652396
6715909
6692370
6962068
6730980
6807002
6928549
6873200
6934077
6947716

7203062

64.8
54.9

55.0
53.5
53.4
56.6

56.9

56.6

55.2

55.3

551

55.1

551

371

371

37.8

39.5

67.4

69.2

58.3

60.8

60.5

60.9

60.9

62.9

63.0

62.9

62.8

62.9

62.7

62.8

62.8

5137
4832

4722
4297
4983
4633

4462
4639
4504
4731
4701
4698
4684
1835
1836
4682
5186
6132
4014
6115
6382
5773
6156
6170
6355
6147
6205
6274
6339
6317
6359

6638

96



1513890.12

1513890.17

1513890.6

43306.3

1037911.3
294.93
216595.4
1038924.3
294.391

294.127

158627.16

76758.16

303.935
303.79

303.234

303.818

303.2
303.913
303.65
390235.5

321846.6
2870840.3
2871095.3

1825979.3

2202823.3

1573714.4
316.162

192087.6

1262350.4

33069.5
33069.78

Pseudomonas chloraraphis subsp.
piscium strain PC11391
Pseudomonas chlororaphis subsp.
piscium strain ToZa7
Pseudomonas chloraraphis subsp.
piscium strain Z1IV 60
Pseudomonas denitrificans {(nomen
reficiendum) strain BG1
Pseudomonas fluorescens A506
Pseudomonas fluorescens MEP34
Pseudomonas fluorescens SBW25
Pseudomonas fluorescens SS101
Pseudomonas fluorescens strain
FR1
Pseudomonas fluorescens strain
PCL1751
Pseudomonas gramink strain
PgKB30
Pseudomonas orientalis strain R4-
35-08
Pseudomonas putida PgBE89
Pseudomonas putida strain BR-
PH17
Pseudomonas putida strain IAC-
RBcr5
Pseudomonas putida strain ITEM
17297
Pseudomonas putida strain PC2
Pseudomonas putida strain PgBES9
Pseudomonas putida strain W5
Pseudomonas putida W619
Pseudomonas simiae strain
Pseudomonas sp. DR208
Pseudomonas sp. DR48
Pseudomonas sp. p21
Pseudomonas sp. Q1
Pseudomonas sp. SO4
Pseudomonas stutzeristrain KMS
55
Pseudomonas syringae pv.
atrofaciens strain I MMG5095 strain
Triticum aestivum {Aestivum
Group)
Pseudomonas syringae pv.
syringae SM
Pseudomonas viridiflava IMCA8
Pseudomonas viridiflava strain
KF485

PRE O NERPRPRPR

51

73

6870622

7015602

6818002

6880508

5962570
5914240
7147633
6179543
6869391

6143950

5521192

5912532

6299263
5854781

5760798

5112403

5808624
6299263
6166183
5774330

6105492
6273349
7251677

5547454
6462713
6098669
4611727

6080544

6124102

5992488
6221425

62.8

62.6

62.8

65.3

60.0
60.3
60.1
60.0
60.8

60.4

60.7

60.7

60.1
61.4

62.4

61.9

63.2
60.1
62.7
61.4

60.4
61.0
589

63.2
60.4
60.9
63.8

59.0

58.7

59.3
591

6176

6348

6289

6719

5300
5174
6256
5309
6451

5637

4957

5331

5678
5508

5249

4743

5262
5678
5692
5246

5682
5720
6828

5168
6019
5661
4428

5487

5276

5304
5694
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33069.81

33069.82

2703885.9
34038.27
1151116.3
34038.13
34038.12
2816248.3
1914994.3
2816246.3
2855688.3
2292446.3
574964.4

1510570.5
305.879
508661.4
2775301.3

690585.4

398843.6

334542.26
1587522.3
1646377.35
1646377.29
1646377.17
1646377.6
82995.6
614.41
615.446
615.144
615.1213
615.141

82996.18
82996.17
82996.45
82996.58

61652.43
61652.42
61652.24
2447890.3
2597702.3

Pseudomonas viridiflava strain
SVi779
Pseudomonas viridiflava strain
T142%

Rahnelia acerk strain AR20
Rahnella aquatilis H145
Rahnelia aquatills HX2
Rahnelia aquatilis strain WPI_8 1
Rahnella aquatilis strain ZF7
Rahnella sp. H11b
Rahnelia sp. J11-6 strain 111-6
Rahnella sp. 1 72¢
Rahnella sp. PDI12R
Rahnella sp. Rci3
Rahnella variigena strain CiP

Rahnelia victoriana strain BRK18a
Ralstonia selanacearum strain YQ
Rhizohium herbae strain HU44
Rhizobium sp. CFBP 8752 strain
CFBP8752
Rhizobhium vignae strain CCBAU
05176
Rhodococcus kyotonenss strain
KB10
Rhodococcus qingshengilistrain Ri 1
Rhodococcus sp. MEBO64
Rouxielia badensis 20GA0316
Rouxielia badensis 21GA0654
Rouxiella badensis strain Rh14-3
Rouxielia badensk strain SER3
Serratia grimesii strain BXF1
Serratia liquefaciens strain FG3
Serratia marcescens strain 1274
Serratia marcescens strain B3R3
Serratia marcescens strain BP2
Serratia marcescens strain RSC-14
(KNU-APO7, KCTC 12887BP)
Serratia plymuthica strain 3Re4-18
Serratia plymuthica strain 3Rp8
Serratia plymuthica strain C-1
Serratia plymuthica strain UBCF_13

Serratia rubidaea H440
Serratia rubidaea H469
Serratia rubidaea strain NCTC10848
Serratia sp. 1D1416
Serratia sp. KUDC3025
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18

68
81
72
33
60

28
13

84

11

[ S

=R NN

6106689

6075960

5650676
6148824
5533124
5554461
5536721
5403853
5012778
5753075
5504954
5419222
5499108

5563295
5822685
5123125
4888650

6343049

5471075

6846621
4664255
5188000
5148315
5019837
5082781
5090820
5991142
5214984
5594610
5088390
5127030

5439574
5546041
5695428
5455815

4955777
4955995
4995355
5552047
5098052

59.2

59.3

52.4
51.6
52.2
52.2
52.3
51.9
53.2
51.4
53.2
52.2
520

535
66.9
61.4
60.3

61.6

65.2

62.4
67.0
52.7
52.7
52.9
52.8
52.8
55.2
59.8
591
59.8
59.6

56.2
56.1
56.1
56.2

59.2
59.2
57.7
59.6
58.0

5567

5537

5505
6105
5048
5405
5361
5064
4749
5621
5315
5252
5211

5236
5479
5104
4764

6191

5209

6674
4418
4943
4890
4785
4850
4826
6047
5527
5491
4913
4900

5188
5346
5572
5241

4838
4839
4926
5527
4933
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2744257.3
2697369.3
300181.31
2100533.3
2557994.3
2152717.3

2546448.3
1848973.6

2775302.3

1735690.3

267128.3

40324.1951

487698.12

216778.48

216778.5

2705012.3
1886.94

1886.95

1886.66

1892.26
1892.31

2495589.3
67258.4

1969.5

1908.1

67304.8

67304.1

33900.7

1169025.9

545123.5

1851167.4

Serratiasp. ME47
Serratiasp. NGAS9
Serratia urellytica strain CC119
Sphingobacterium sp. 5IN-11
Sphingobacteriumsp. CZ-2
Sphingobacteriumsp. M46
Sphingobacterium sp. NYYP31
Sphingomaonas colocasiae strain
JCM 31229
Sphingomonas sp. CFBP 13720
strain CFBP13720
Sphingomonas sp. leaf 24
Sphingopyxk granulistrain TFA
Stenotrophomonas maltophilia
strain 1strain TR1
Stenotrophomonas pavaniistrain
MESS
Stenotrophomonas rhizophila
strain CFBP 13503
Stenotrophomaonas rhizophila
strain 1S26
Streptacidiphilus sp. PB12-B1h
Streptomyces albidofiavus strain
1GO-Al6
Streptomyces albidofiavus strain
1GO-A23
Streptomyces albidofiavus strain
UYFA156
Streptomyces anulatus strain
Streptomyces anulatus strain
YINAMOO001
Streptomyces brunneus strain CR22

Streptomyces cavourensis strain
1AS2a
Streptomyces chartreusis strain
WZ5021
Streptomyces globisporus strain
TFH56
Streptomyces griseorubiginosus
strain 3F-1
Streptomyces griseorubiginosus
strain BTU6
Streptomyces murinus strain Am1
Streptomyces pratensis strain S10
Streptomyces silaceus strain
ACCC40021
Streptomyces sp. 11-1-2

82

75

17

23

27

22

63

74

35

42

=

22

5276078
5155009
5213616
4694399
3925976
6853865

4720650
6569909

3692396

4001919

4679853

4449516

4393944

4855517

4087665

7672494
7054925

7073859

7131381

8874447
8690773

10393987
7600475

10404130

7666521

9512378

9226027

8539264

8281466

8625867

11655206

59.4
59.4
59.5
2.8
40.7
40.6
36.4
65.6

66.4
66.2
66.6
67.3

67.3

71.5
71.6

70.8
721

70.6

71.5

71.8
70.5
721

5175
4928
4999
4249
3565
6191

4322
6098

3542

3761

4499

4128

4115

4460

3676

7007
6308

6316

6583

8005
7758

9803
6788

9876

7248

8665

8426

7698

7275

7813

10366

99



2748873.3 Streptomyces sp. CB04723 1 7872196 72.4 7224
2153485.3 Streptomyces sp. endophyte N2 1 8428700 71.8 7505
2653200.3 Streptomyces sp. GY16 2 10175440 70.9 9635
2305221.3 Streptomyces sp. KPB2 1 8082236 72.2 7449
2609807.3 Streptomyces sp. LBUM 1475 1 9741971 71.6 9085
2609808.3 Streptomyces sp. LBUM 1480 1 9982980 71.5 9360
2609809.3 Streptomyces sp. LBUM 1482 1 9782455 71.6 9156
646637.3 Streptomyces sp. M2 1 8718751 70.7 8126
2750011.3 Streptomyces sp. Rer75 1 10474412 71.4 9062
2705439.3 Streptomyces sp. S4.7 3 7940295 70.7 7234
1849967.7 Streptomyces sp. SAT1 1 7472530 73.2 6669
2563602.3 Streptomyces sp. 5552 1 8184045 72.5 7604
2855836.3 Streptomyces sp. WY228 1 8286721 71.7 7509
2021410.4 Streptomyces sp. XYO06 74 8251847 72.3 7602
2730915.3 Streptomyces sp. Z423-1 1 9460473 70.8 9016

339.49 Xanthomonas campestris LMCP11 47 5063135 65.3 4336

339.239 Xanthomonas campestris strain 53 5005491 65.4 4533

HWA1

Tabla Il. Tabla de genomas de BAP con secuencias homdlogas al dominio C resultado de un andlisis
de BLAST.

ID de genoma Nombre del genoma Pais de aislamiento Hospedero
1148157.47 Acinetobacter oleivorans strain Australia Trigo
HW32
48296.519 Acinetobacter pittii strain HW4Z Australia Trigo
1427535.3 Actinomadura barringteniae strain Tailandia Barringtonia acutangulo
GKU 128
561175.3 Adtinomadura flavatba DSM 45200 China Maytenus gustroyunnanensis
14275383 Actinomadura syzygiistrain Tailandia Syzygium cumini
GKU157
33936.22 Aeribacillus palfidus strain PI8 Japén Glycine max
192.45 Azaspiriffum brasilense strain Az39 Argentina Triticum aestivum
192.5 Azospiritfum brasilense strain Sp7 Brasil Digitaria erigntha
293387.105 Bacifus aftitudinis strain Ba1449 China Citrus reticulfota
293387.4 Baciffus akitudinis strain FD48 India Oryza sativa
293387.41 Bacillus altitudinis strain Lc5 India Arroz negro
293387.11 Baciflus aktitudinis strain RIT380 Puerto Rico Costus igneus
1390.795 Baciffus amyloliquefaciens strain China Pepino
Bam1
1390.788 Baciffus amyloliquefaciens strain China Platano
GKT4
1449088.3 Bacillus amyloliquefaciens subsp. Brasil Triticum aestivum
plantarum TrigoCor1448
1155777.3 Bacillus amyloliqguefaciens subsp. China Triticum aestivum
plantarum YAU B9601-Y2
11262113 Bacillus amyloliquefaciens Y2 No reportado Triticum aestivum
1392.242 Bacilfus anthracis strain RIT375 Puerto Rico Costus igneus
1452.35 Bacitlus atrophaeus strain GQIK17 China Lycium barbarum L.
1396.282 Bacillus cereus strain 21155 China Angelica sinensis Dfies
483913.168 Bacitlus inaquosorum strain Pakistan Cenchrus cifiaris
1402.438 Bacillus ficheniformis strain ME35 India Terminalia belfirica
492670.14 Baciffus methylotrophicus strain Canada Hierba de cambio
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72360.5
1408517
1408.521
561872153
561879.67
22339983
22310664
393065.4
27080913
1683607.3
168365.3
16836423
5357723
1409.8
24438113
1423133
1423.76
1423162
14231814
1423.444
1423.445
1423.434
1423414
14231718
1423183
1428.933
492670.948
4926705
492670.755
492670.713

492670.275

492670.968
492670.754
492670.167
492670.1072
492670.405
492670.1113
492670.973
492670.84
492670.1092
492670.183
492670.1093
492670.1114
492670.441
492670.32
492670177
4064 5.4

55486.304

8869133
280565.11

28096.58
1176514.8
6264183
11764925

337.31
337.37
337.38

Bacillus mojavensis strain PS17
Badilus pumilus strain E8130
Badilus pumilus strain HW1g
Badllus safensis strain HW4

Bacilus safensis strain PGKB20

Badliussp, COPES2
Bacillus sp. CR71
Bacillus sp. E25
Bacilus sp. EKM 1047
Bacilus sp. EKM2138
Bacilus sp. EKM4208
Bacilus sp. EKME018
Bacillus sp. HNA3
Bacilius sp. strain Col-6
Bacillus sp, WR11
Badillus subtiis SG&
Badlius subiilis strain 30V D-1
Badlius subiilis strain AMRI
Bacillus subtilis strain Ddl
Bacillus subtilis strain DKU_NT_02
Bacillus subtilis strain DKU_NT_03
Bacillus subtilis strain ge25
Badllus subtilis strain GOIK2
Baciflus subtilis strain SH1

Badlius subtilis strain UD1022

Bacilus thusingiensis strain ref

Badillus velezensis strain AK-0
Badflus velezensis strain AL7

Bacillus velezensis strain 872.1
Badflus velezensis strain 8Ya

Baciflus velezensis strain
DKU_NT 04
Badlius velezensis strain E814
Bacillus velezensis strain HD2.2
Bacillus velezensis strain 4TYP2
Bacillus velezensis strain KOF112
Bacilus velezensis strain LP16S
Bacillus velezensis strain MEIDS
Bacillus velezensis strain Mr12
Badllus velezensis strain Pm9
Badlius velezensis strain Q12
Bacillus velezensis strain T20E-257
Badlius velezensis strain US1
Badllus velezensis strain W8
Bacillus velezensis strain WRN 014
Badllus velezensis strain ZF2
Bacilus velezensis strain 21918
Burkholderia cenocepada MC0-3

Burkholderia cenocepacia strain
Cr318
Burkholderia cepacia Bu72
Burkholderia gladiol strain ATCC
25417
Burkholderia giadioli strain CG810
Burkholderia glumae AUB208
Burkhdlderia glumae BGR1
Burkholderia glumae LMG 2196 =
ATCC 33617
Burkhodldesia gium ae strain 257sh-
Burkholdeda glumae strain 336g7-1

Burkholdeda glumae strain 411g5-6

Tayikistan
Irdn
Australia
Australia
Corea del sur
México
México
México
Canad3
Canada
Canada
Canada
China
Egipto
China
China
No reportado
India
India
Corea del sur
Corea del sur
China
China
Corea del sur
EUA
India
Corea del sur
China
Viet Nam
China

Corea del sur

Canada
Viet Nam
China
Japén
EUA
China
China
China
Iran
Corea del sur
Irdn
China
China
China
China
No reportado

Canada

No reportado
No reportado

China
No reportado
No reportado
Japén

EUA
EUA
EUA

Tritictm cestivum
Corian drum sativum
Trigo
Trigo
Panax ginseng
Rub us wimifolius
Physabs ixocarpa
Physals ixocarpa
Burpless heauty cucumber
Melon cantolupo
Sandia variedad dulce
Okra Chino
Glydnemax
Calendula officinalis
Triticum aestivum L.
uffa
No reportado
Oryza sativa
Curcuma longa
Glydnemax
Glydnemax
Panax ginseng
Lycitn barbarum L,
Solanum lycopersicum
Dacus carota var. sativa
Arroz negro
ginseng
Gossypium hirsutum
Arbol defruta dragén
Populus davidiana X Populus
alha var. pyramidalis (PdPap)
Glydnemax

Popuius X jackii
Planta de jitomate
Crassulaceae
Vitis vinifera
Sorzo
Trigo
Malus sieversi
Maius sieversi
Solanum tuberosum
Solanum ly copersicum
Solanum ly copersicum
Sandia
Oryza sativa
Cucumis sativus
Sagittasia saqgittifolic
Zeamays

Zeamays

Lupinus luteus
Gladiolus

Saccharum officin arum
Oryza sativa
Oryza sativa
Oryza sativa

Oryza sativa
Oryza sativa
Oryza sativa
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337.39

337.3
337.33
337.32

95485.12

371608.7

2035.5

2795488.3
1736266.3
1736471.3
1736489.3
1736518.3
61645,437
61645.336
881260.67

881260.66

1812935.2

5501524
158836.552

158836.553

1812935.8

1216470.3
1683712.3

16032939.3
986.28

1566297.3
2202822.3
2824876.3

37330.29
2802282.3
2675850.3
1736458.3
2769252.3
2824874.3

1406.43

1406.193

2823905.3
549,211

549,332

470931.12

1683695.3
1683696.3
2708058.3
2708059.3
2708060.3
2708061.3

Burkholderia glumae strain 957856~
43-¢
Burkholdena glumae strain GX
Burkholderia qlumae strain HN
Burkholderia qlumae strain HNI
Burkholderia stabilis strain FB159

Candidatus Streptomyces philanthi
strain 23412
Curtobacterium flaccumfaciens
MEBI26
Qurtobacterium sp. ¥C1
Duganelia sp. Leaf126
Duganelia sp. Root143001
Duganelfa sp. Root19802
Duganella sp. Root33602
Enterobacterasburiae strain HWI13
Enterobacterasburiae strain ME44
Enterobacter bugandensis strain
MEI3
Enterobacter bugandensis strain
ME34
Enterobacter cloacae complex
‘Hoffmann cluster iV’ strain 309
Enterobacter cloacaestrain
Enterobacter hormaecheistrain
EKMIQE strain Not applicable
Enterobacter hormaechei strain
EXMIIE
Enterobacter roggenkampii strain
ED5
Enterobactersp. S5T3
Enterobacteriaceae bacterium
EXMI02Y
Erwinia sp. Ervivl
Flavobacterivm johnsoniae strain
FI001
Klebsielia sp. NFIX53
Kosakonia sp. MHS
Micromonospora sp, C31
Nocardia nova strain LGO-A14
Nocardia sp. 2 strain LPG-2
Nocardia sp. CT2-14
Nocardia sp. Root136
Nocardia sp. XZ 19 231
Nocardiopsk sp. B62
Paenibacifius polymyxa strain CRI5
Paenibacillus polmyxa strain
ZF129
Paenibacillus sp. 525
Pantoea agglomeransstrain
CFBPI3505
Pantoea agglomerans strain Pai7-
I
Pantoea anthophila strain
EXMI0IA
Pantoeq sp, EKMI0IV
Pantoea sp. EKMI03V
Pantoea sp. EKMIOT
Pantoea sp. EKM20T
Pantoea sp. EKM2IT
Pantoea sp. EKM22T

EUA

China
China
Mo reportado
Corea del sur

Alemania
EUA,

China
Suiza
Alemania
Alemania
Alemania
Australia
India
India

India
Nicaragua

Mo reportado
Canada

Canada
China

Jamaica
Canada

Mo reportado
EUA

Mo reportado
Portugal
Turguia

Brasil
Tailandia
Tailandia
Alemania

China

Turguia
China
China

Australia
Francia

Canada
Canada

Canada
Canada
Canada
Canada
Canada
Canada

Oryza sativa

Oryza sativa
Onsza sativa
Oryza sativa
gingsen
Philanthus trianguium

Arabidopsis thaliana

Nostoc flagelliforme
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana

Trigo
Coscinium fenestratum
Terminalia paniculata

Ventilago sp.
Zeq hicaraguensks

Noreportado
Pepino

Pepino
Saccharum officinarum

Saccharum officinarum
Pepino

Noreportado
Cucumis sativus

Noreportado
Cicer arietinum
Atriplexsp.
Citrus sinensis
Musa sp.
Onsza sativa
Arabidopsis thaliana
Hippophae rhamnoides
Atriplexsp.
Cryptomeria fortunei
Solanum tuberosum

Lolium perenne
Raphanus sativus var,
Flamboyant 5
Pyrus communis

Pepino

Pepino

Pepino

Pepino
Meldn cartolupo
Melén cantolupo
Meldn cantolupo



47093412
930166.114

930166.5

930166.18

93016617

8619215

8619214

8619217

861922

587851.16

58785113

58785117

587851.8

1513890.12

1513890.17

1513890.6

43306.3

1037911.3
294,93
216595.4

1038924.3
294,391

76758.16

303.2
303.913

321846.6
2870840.3
2202823.3

1573714.4
192087.6

1262350.4

33063.5
330639.78

3306%.81

33069.82

Pantoea vaqans strain PaVvil
Pseudomonas brassicacearum
strain 3Re2-7
Pseudomonas brassicacearum
strain DRI
Pseudomonas brassicacearum
strain L13-6-12
Pseudomonas brassicacearum
strain TM1A3
Pseudomonas chlororaphissubsp.
aqurantiaca strain 449
Pseudomonas chlororaphissubsp.
aqurantiaca strain M12
Pseudomonas chlororaphissubsp.
aqurantiaca strain M71
Pseudomonas chliororaphissubsp.
aqurantiaca strain Q16
Pseudomonas chlororaphissubsp.
aureofaciens strain ChPhzTR18
Pseudomonas chlororaphissubsp.
aureofaciens strain ChPhzTR36
Pseudomonas chlororaphissubsp.
aqureofaciens strain ChPhzTR38
Pseudomonas chlororaphissubsp.
aureofaciens strain P2
Pseudormonas chlororaphissubsp.
piscium strain PCL1391
Pseudomonas chlororaphissubsp.
piscium strainToZa7
Pseudomonas chlororaphissubsp.
piscium strain ZIU60
Pseudomonas denitrificans
{nomen rejkciendum) strain BG1
Pseudomonas fluorescens AS06
Pseudomonas fluorescens MEP34
Pseudomonas fluorescens SBW235

Pseudomonas fluorescens S5101
Pseudomonas fluorescens strain
FRI1
Pseudomonas orientalis strain R4-
35-08
Pseudomonas putida strain PC2
Pseudomonas putida strain

Pseudomonas simiae strain
MEBIOS
Pseudomonas sp. DR208
Pseudomonas sp. Q1
Pseudomonassp. S04
Pseudomonas syringae pv.
atrofaciens strain LMG5095 strain
Triticum aqestivum (Aestivum

Pseudomonas syringae pv.
syringae SM
Pseudomonas viridiflava LMCAS
Pseudomonas viridifiava strain
KF485
Pseudomonas viridifiava strain
SVi779
Pseudomonas viridifiava strain
T1426

MNoreportado
Alemania

Canada
Alemania
Suiza
Ucrania
Serhia
Italia
Serhia
Francia
Francia

Francia

Argelia

Suiza

Grecia

China

Noreportado

EUA
EUA
Noreportado

Paises bajos
Argentina

EUA

China
Mo reportado

EUA,
Corea del sur
Portugal

Suiza
Nueva Zelanda

EUA

EUA
EUA

EUA

EUA

MNo reportado
Solanum tuberosum

Canola
Solanum tuberosum cv Desiree
Solanum lycopersicum
Zea mays
Zea mays
Solanum lycopersicum
Medicago sativa
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum tuberosum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Triticum aestivum
Prosopis cinerana

Pyrus communis
Arabidopsis thaliana

Sugar beet, Beta vuigaris

Triticum qestivum
Digitaria

Triticum sp.

Pistacia chinensis Bunqe
Panax ginseng

Arabidopsis thaliana
Rizosfera de haba de soya
Lupinus angustifolius

Solanum tuberosum
Triticum aqestivum

Triticum qestivum

Arabidopsis thaliana
Medicago sativa

Medicago sativa

Medicago sativa
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19143943
305.879

398843.6

334542.26

1587522.3
1646377.6
82935.6
614.41
615.446
615.144
6151213
615.141

82996.18
82996.17

82996.45
82996.58

61652.24

2447890.3

2597702.3

2744257.3

2697369.3

300181.31

403241951

487698.12

216778.48

216778.5

1886.94

1886.95

1886.66

1892.26
67258.4

1969.5

1%08.1

67304.8

67304.1

33900.7

1169025.9
545123.5

1851167.4
2748873.3
2153485.3
2653200.3

Rahnelia sp. J11-6 strain J11-6
Ralstonia solanacearum strain ¥Q

Rhodococcus kyotonensis strain
KBIO
Rhodococcus gingshengii strain
RiLI
Rhodococcus sp. MEBOG4
Rouxiella badensis strain SER3
Serratia grimesii strain BXFI
Serratia liguefaciens strain FG3
Serratia marcescens strain 1274
Serratia marcescens strain B3R3
Serratia marcescens strain BP2
Serratia marcescens strain RSC-14
(KNU-APQ7, KCTC 12887BP)
Serratia plymuthica strain 3Red-18
Serratia plymuthica strain 3Rp8
Serratia plymuthica strain C-1
Seratia plymuthica strain UBCF_13
Serratia rubidaea strain

Serratia sp. 101416
Serratiasp, KUDC3025

Serratia sp. ME47
Serratia sp. NGAS9
Serratia ureifytica strain CC119
Stenotrophomonas maltophilia
strain 1strain TRI
Stenotrophomonas pavaniistrain
MESS
Stenotrophomonas rhizophila
strain CFBP 13503
Stenotrophomonas rhizophila
strain IS26
Streptomyces albidoflavus strain
1GO-A16
Streptomyces albidoflavus strain
1GO-A23
Streptomyces albidoflavus strain
UYFAISE
Streptomyces anulatus strain

Streptomyces cavourensis strain
IAS2a
Streptomyces chartreusis strain
WZ5021
Streptomyces globisporus strain
TFHS6
Streptomyces griseorubiginosus
strain 36-1
Streptomyces griseorubiginosus
strain BTUS
Streptomyces murinus strain Ami

Streptomyces pratensisstrain S10
Streptomyces silaceus strain
ACCC40021
Streptomyces sp, 11-1-2
Streptomyces sp. CE04723
Streptomyces sp. endophyte N2
Streptomyces sp. GYI16

China
China

Corea del sur
Alemania

EUA,
México
Portugal
Brasil
Brasil
China
Brasil
Corea del sur

Alemania
Alemania

Corea del sur
No reportado

Mo reportado
Mo reportado
Corea del sur
India
Tanzania
EUA
Tanez
India
Francia
Argelia
Brasil
Brasil

Uruguay

Nueva Zelanda
Brasil

China
Corea del sur
Corea del sur

China

China

China
China

Canada
China
Reino Unido
China

Oryza sativa
Casuarina equisetifolia

Arabidopsisthaliana
Eruca vesicaria subsp. sativa

Arabidopsis thaliana
Mora azul
Pinus pinaster
Stachytarpheta glabra
Aqave sisalana
Zeq mays
Jatropha curcas
Solanum nigrum

Solanum tuberosum
Brassica napus
Capsicum annuum
Brassica juncea
Hongo
Euonymus japonicus
Artemisia japonica subsp.
littoricola Kitam
Coscinium fenestratum
Solanum tuberosum
Planta
Solanum lycopersicum

Coix lacryma-jobi
Raphanus sativus var.
Flamboyant 5
Macrochloa tenacissima L
Citrus sinensis
Citrus sinensis

Festuca arundinacea

Pseudocyphellaria dissimils
Rizasfera de Triticum aestivum

Saccharum officinarum
Solanum lycopersicum
Artemisia vulgaris
Saccharum officinarum

Malus sieversii

Solanum lycopersicum
Rizosfera de alfalfa

Solanum tuberosum

Tripteryqium wilfordii

Arabidopsis thaliana
Broussonetia papyrifera
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2609807.3
2609808.3
2609809.3
2750011.3
2705439.3
1849967.7
2563602.3
2855836.3
2021410.4
339.49

339.239

Streptomyces sp. LBUM 1475

Streptomyces sp. LBUM 1480

Streptomyces sp. LBUM 1482
Streptomyces sp. Rer75
Streptomyces sp. 54.7
Streptomyces sp. SAT1

Streptomyces sp. $552
Streptomyces sp. WY228
Streptomyces sp. XYO06

Xanthomonas campestris LMCP11

Xanthomonas campestris strain
HWA1

Canada

Canada

Canada
China

No reportado
China
Viet Nam

China
China
EUA

Australia

Solanum tuberosum
Solanum tuberosum
Solanum tuberosum
Rehmannia glutinosa
Leontopodium nivale
Adenophora trachelioides

Phyllanthus urinaria L
Arctium lappa L.
Camellia sinensis cv. Tieguanyin
Arabidopsis thaliana

Trigo
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9.2 Figuras del Anexo

100

100

10

%.:cillus velezensis strain BT2.1 492670.755
cillus velezensis strain HD2.2 492670.754
Bacillus velezensis strain US1 492670.1093
Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum TrigoCor1448 1449088.3
Bacillus velezensis strain AK-0 492670.948
@acillus amyloliquefaciens strain GKT04 1390.788
@cillus methylotrophicus strain B26 492670.14
Sﬁcillus sp. EKM213B 1683607.3
acillus sp. EKM601B 1683642.3
cillus velezensis strain KOF112 492670.1072
cillus velezensis strain MEJO5 492670.1113
cillus velezensis strain ZF2 492670.320
cillus velezensis strain JTYP2 492670.167
Bécillus sp. HNA3 2585772.3
Bacillus velezensis strain AL7 492670.500
%gcillus amyloliquefaciens Y2 1126211.3
cillus amyloliquefaciens subsp. plantarum YAU B9601-Y2 1155777.3
Bacillus velezensis strain LP16S 492670.405
Bacillus velezensis strain DKU_NT_04 492670.275

100

@cillus sp. strain Co1-6 1409.8
cillus velezensis strain ZL918 492670.177
Bacillus velezensis strain EB14 492670.968
acillus velezensis strain WRN014 492670.441
acillus velezensis strain Pm9 492670.840
(@@cillus velezensis strain Q12 492670.1092
1Bacillus velezensis strain T20E-257 492670.183
Bacillus velezensis strain BY6 492670.713
ﬁacillus sp. EKM420B 1683635.3
acillus velezensis strain Mr12 492670.973
Bacillus velezensis strain WB 492670.1114
Bacillus amyloliquefaciens strain Bam1 1390.795
§gcillus sp. WR11 2448811.3
cillus subtilis strain ge25 1423.434
Kacillus subtilis strain SH1 1423.1718
gcillus subtilis strain DKU_NT_02 1423.444
cillus subtilis strain DKU_NT_03 1423.445
gcillus subtilis strain GQJK2 1423.414
cillus subtilis SG6 1423.139
gcillus subtilis strain Dcl1 1423.1814
cillus subtilis strain AMR1 1423.1052
acillus subtilis strain UD1022 1423.189
acillus subtilis strain 30VD-1 1423.765
0Bacillus inaquosorum strain CCSR02 483913.168
Bacillus mojavensis strain PS17 72360.25
Bacillus atrophaeus strain GQJK17 1452.35
Bacillus licheniformis strain ME35 1402.438

g:cillus sp. EKM104P 2708091.3

cillus altitudinis strain Ba1449 293387.105

Bacillus altitudinis strain Lc5 293387.41
Bacillus altitudinis strain FD48 293387.40
Bacillus altitudinis strain RIT380 293387.11
ﬂgcillus pumilus strain EB130 1408.517

1

acillus pumilus strain HW16 1408.521
cillus safensis strain PgKB20 561879.67
acillus safensis strain HW4 561879.153
Egcillus sp. CR71 2231056.4
cillus sp. E25 393065.4
1Bacillus thuringiensis strain rcé 1428.933
sBacillus cereus strain 21155 1396.2820

0.3

L

0Bacillus anthracis strain RIT375 1392.242
Bacillus sp. COPE52 2233998.3

Figura |. Arbol de bacterias del género Bacillus resultantes de la busqueda por BLAST. Para
la busqueda se us6 un dominio de condensacién perteneciente a una SPNR.
Alineamiento realizado por MAFFT y analizado por RAXML en la plataforma BV-BRC
usando el servicio “Construccion de arbol filogenético”.
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aureofaciens strain P2 587851.8

aureofaciens strain ChPhzTR36 587851.13
aureofaciens strain ChPhzTR18 587851.16
aureofaciens strain ChPhzTR38 587851.17

seudomonas chlororaphis subsp.
eudomonas chlororaphis subsp.
Eﬁeudomonas chlororaphis subsp.
seudomonas chlororaphis subsp.

§§eudomonas chlororaphis subsp.
eudomonas chlororaphis subsp.
Egeudomonas chlororaphis subsp.

seudomonas chlororaphis subsp.

eudomonas chlororaphis subsp.
. piscium strain PCL1391 1513890.12
Pseudomonas chlororaphis subsp.

Rseudomonas chlororaphis subsp

aurantiaca strain M12 86192.14
aurantiaca strain 449 86192.15
aurantiaca strain Q16 86192.20
aurantiaca strain M71 86192.17
piscium strain ToZa7 1513890.17

piscium strain ZJU60 1513890.6

1%eudomonas brassicacearum strain 3Re2-7 930166.114
eudomonas brassicacearum strain L13-6-12 930166.18
RBseudomonas brassicacearum strain TM1A3 930166.17

fseudomonas fluorescens strain FR1 294.391
Pseudomonas brassicacearum strain DF41 930166.5
eudomonas putida strain PgBE89 303.913
eudomonas fluorescens MEP34 294.93
Pseudomonas sp. S04 1573714.4
seudomonas fluorescens SBW25 216595.4
seudomonas simiae strain MEB105 321846.6
f8seudomonas sp. DR208 2870840.3
Pseudomonas sp. Q1 2202823.3
1¢@seudomonas fluorescens AS06 1037911.3
seudomonas fluorescens SS101 1038924.3
Pseudomonas orientalis strain R4-35-08 76758.16
f(’)geudomonas viridiflava strain T1426 33069.82
Hseudomonas viridiflava strain SV1779 33069.81
Rseudomonas viridiflava LMCA8 33069.5
fiseudomonas viridiflava strain KF485 33069.78
Eo§eudomonas syringae pv. atrofaciens strain LMG5095 strain Triticum aestivum (Aestivum Group) 192087.6
seudomonas syringae pv. syringae SM 1262350.4
Pseudomonas putida strain PC2 303.200
Pseudomonas denitrificans (nomen rejiciendum) strain BG1 43306.30

J.08
Figura Il. Arbol de bacterias del género Pseudomonas resultantes de la busqueda por

BLAST. Para la busqueda se usé un dominio de condensacién perteneciente a una
SPNR. Alineamiento realizado por MAFFT y analizado por RAXML en la plataforma BV-
BRC usando el servicio “Construccion de arbol filogenético”.

9.3 Secuencia 1
>Dominio_C_EntF

SQHLPLVAAQPGIWMAEKLSELPSAWSVAHYVELTGEVDSPLLARAVVAGLAQA
DTLRMRFTEDNGEVWQWVDDALTFELPEIIDLRTNIDPHGTAQALMQADLQQD
LRVDSGKPLVFHQLIQVADNRWYWYQRYHHLLVDGFSFPAITRQIANIYCTWLR
GEPTPASPFTPFADVVEEYQQYRESEAWQRDAAFWAEQRRQLPPPASLSPAPLP
GRSASADILRLKLEFTDGEFRQLATQLSGVQRTDLALALAALWLGRLCNRMDYA
AGFIFMRRLGSAALTATGPVLNVLPLGIHIAAQETLPELATRLAAQLKKMRRHQRY
DAEQIVRDSGRAAGDEPLFGPVLNIKVFDYQLDIPDVQAQTHTLATGPVNDLELA
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LFPDVHGDLSIEILANKQRYDEPTLIQHAERLKMLIAQFAADPALLCGDVDIMLPG
EYAQL

9.4 Eventos y distinciones en los que se participo con el presente trabajo
Inauguracion del Laboratorio de Microbiologia del Instituto de

Quimica

El 3 de noviembre de 2021 se presentd la investigacion en un cartel
cientifico como medio ilustrativo de uno de los proyectos que se realizaba
como parte de las lineas de investigacién dentro del Laboratorio de

Microbiologia del Instituto de Quimica.
Simposio Interno del Instituto de Quimica 2021

Realizado el 9 de diciembre del 2021, se presentd el trabajo
“Descubrimiento de NRPSs en bacterias asociadas a plantas para su uso
biotecnoldgico y desarrollo de nuevos antibiéticos” en modalidad de cartel
en las instalaciones del Instituto de Quimica como uno de los primeros

proyectos del laboratorio de Microbiologia. (Figura III y IV)
XXXIII Congreso Nacional de Bioquimica

En la semana del 16 al 21 de Octubre de 2022 se presentd el trabajo
“Plant-associated bacteria (PAB): Resources of specialized metabolites”
en la modalidad de cartel (Figura V y VI) y en el mismo evento fue
seleccionado para participar en la modalidad de Flash Talk (Figura VII y

VIII) en la ciudad de Mérida, Yucatan.
Tercer Congreso Virtual Latinoamericano LatinXChem

El 3 de noviembre del 2022 se particip6é usando la red social de twitter en
el tercer Congreso virtual Latinoamericano de LatinXChem en la
modalidad de cartel con el trabajo “Plant-associated bacteria (PAB):

Resources of specialized metabolites” (Figura V y IX)
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Simposio Interno del Instituto de Quimica 2021

Realizado el 13 de diciembre del 2022, se presentd el trabajo “Bacterias
Asociadas a Plantas (PAB): Recursos de metabolitos especializados”
(Figura V) en modalidad de cartel en las instalaciones del Instituto de
Quimica donde se recibid la distincion como uno de los dos mejores

trabajos de licenciatura de dicho evento (Figura X)

INSTITUTO DE
QuiMmICA

OTORGA LA PRESENTE CONSTANCIA A:

Villanueva Enriquez Reynaldo

por su participacion en el Simposio 2021 del Instituto de Quimica,
que se llevo a cabo el 9 de diciembre de 2021.

Dra. Paula Ximena Garcia Reynaldos ~‘
COORDINADORA DE DOCENCIA

Figura lll. Constancia de participacion en el simposio interno del Instituto de Quimica 2021.

Trabajo titulado “Descubrimiento de NRPSs en bacterias asociadas a plantas para su

uso biotecnoldgico y desarrollo de nuevos antibidticos”
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Descubrimiento de NRPSs en
bacterias asociadas a plantas

para su uso biotecnolégico y e

desarrollo de nuevos 19412021
INSTITUTO DE

QuIMICA antibidticos

Abstracto: El rapido desarrollo de la resistencia antimicrobiana (RAM) se debe en gran medida a que el descubrimiento y desarrollo de nuevos compuestos con
caracter antibiético se ha detenido casi por completo en los Ultimos afios. Los péptidos no ribosomales (NRPs) son pequefios péptidos utilizados en la naturaleza por
muchas bacterias como linea de defensa contra patégenos invasores para defenderse a si mismas y a sus hospederos.

Las enzimas que los sintetizan pueden ser rastreadas en los genomas bacterianos por minerfa genémica. En este trabajo se propone una metodologfa completa,
desde el muestreo y aislamiento de bacterias hasta la asociacién de los metabolitos secundarios con sus respectivos clisteres de genes biosintéticos (BGCs).
Hasta el momento se han logrado cultivar con éxito alrededor de 200 bacterias asociadas a plantas (BAPs) en condiciones de laboratorio. Asi mismo los resultados
de andlisis bioinformaticos de aproximadamente 100 genomas bacterianos y secuencias de NRPSs han mostrado que este tipo de compuestos son una propuesta

prometedora al momento de sugerir nuevos quimicos para combatir la RAM.

Objetivos Metodologia

b3
-7 a-so— 1

Aistamiento Secuenciacion

El establecimiento de una metodologia completa
para el descubrimiento de metabolitos
secundarios en genomas de BAPs.

Bases de datos

; | I— \S ’
v
Objetivos particulares ' — 0 e < 1| Medio de harina y

o Cultivar y aislar exitosamente BAPs. 1 i MedioKingsBroth ~  TWYE
e DE 2 Maene litro: 20 g de peptona litro: 6 g de harina,
e |dentificacién de uno o mas BGCs Yy 3 l { proteasa no. 3, 10 mL 0.55 g de extracto
- 1o " . P ) = de glicerol, 1.5gde delevadura 0.3 g
caracterizacién de metabolitos secundarios g ) o — s—— _ MBSO4TH20, 155 de sacarose, 03
asociados. 0 vyl O { oot L e————c Sem—=—+=  deKH2PO4,15gde de CaCO3,3.6% de
LLUIYAL " " nalisss e crmee el —————— -
e Andlisis bioinformaticos de NRPSs : gy il el T e———— T agar Bacto agar, 0.5g de
e ad Jlleh Sopindtos 66 Obencin de ptercioes K2HPO4
depositados en bases de datos y obtenidos - l
g S : &
por secuenciacion genémica. L Ee——— {[[.
" -8
Ksosacn Bocmesboto Ca
Resultados

Se cultivaron exitosamente muestras de plantas en los medios
KB y de harina y TWYE, de estas placas se seleccionaron y
asilaron alrededor de 200 colonias prometedoras para la
producciéon de metabolitos secundarios.

Criterios de seleccién de colonias

Inhibicion del Produccion de Visible produccion de
crecimiento de otros pigmentos metabolitos
microorganismos secundarios

Se recolectaron alrededor de 100 genomas bases de datos
publicas, se les realizé un analisis de mineria genémica y aquellos
que contenian NRPSs fueron analizados filogenéticamente, hubo
una correspondencia en la evolucién de las enzimas con el resto
del genoma bacteriano, la mayoria de los metabolitos
secundarios encontrados fueron NRPSs.

Conclusiones

= s = ‘_ Se lograron cultivar y aislar exitosamente distintos tipos de BAPs
.. en dos distintos medios, superando el reto de proveer las
AgradeCImlentOS condiciones semejantes a su ecpc>5|stema de origen. ’
Investigacion realizada gracias al Programa de Apoyo a Proyectos de Investigacién e Los andlisis biocinformaticos sefialan a los NRPSs como
Innovacién Tecnoldgica (PAPIIT) de la UNAM 1A201721. Agradezco a la DGAPA-UNAM la compuestos prometedores para su uso en el desarrollo de
beca recibida. nuevos farmacos.
Es necesario complementar este estudio con los genomas de las
bacterias cultivadas y estudios de metabolémica.

Referencias

= Overmann, O, Abr, B, & Sikorski, ). (2017). Present and Future of Culturing Bacteria Changes may still occur before final
publication. Annual Review of Microbiology, 71(july), 711-730. /1011 090816-093449

* Ceaps, C. D, Vazquez Hernandez, M., Rodriguez-Luna, S, D., Vézquez. A. P. C, Sudrez. V. |, Rodriguez-5anoja, R, Aharez-Buylla,
E. R, &Sanchez S.(2018). G ining of NF3 reveals symbiotic features including genes related
10 plant interactions. PLoS ONE, 13(2), 1-27 https//dot.org/10.1371/ournal pone.0192618

* Marahiel, M. A. (2009), Working outside the protein-synthesis rules: Insights into non-ribosomal peptide synthesis. journal of
Peptide Science, 15(12), 799-807. https://doi.org/10.1002/psc.1183

Figura IV. Cartel presentado en el Simposio Interno del Instituto de Quimica 2021
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Plant-associated bacteria (PAB):
Resources of specialized metabolites

Reynaldo Villanueva Enriquez, Corina-Diana Ceapa
Microbiology Laboratory, Chemistry Institute, National Autonomous University of
Mexico (UNAM), Mexico City, corina.ceapa@iquimica.unam.mx, 55 5622 4420

Introduction

The need to develop and introduce new chemical compounds with pharmaceutical properties has become a fundamental need to combat threats to human health of similar or greater
impact than the pandemic caused by COVID-19. Such is the case of Antimicrobial Resistance, which recent studies show that it is the cause of death of 5 million people a year.(1)

In nature, bacteria produce iali T ites as a ism of antagonism. Just the genus Streptomyces is the precursor of the 55% of all antibiotics currently used.(2) Plant-
associated bacteria (PAB) help their host to grow in extreme temperature environments, low water availability and provide protection against pathogens, therefore, the medicinal
properties that had been attributed to plants can in actually be from the bacteria itself.(3) The exploration of natural products in bacteria is hampered by the need to cultivate and
promote specific conditions for the production of metabolites.

Genomic mining is a technique that seeks to associate a DNA fragment called a biosynthetic gene cluster (BGC) with its corresponding functional product. Together with the rapid
advance in new sequencing technologies and the constant improvements in bioinformatics tools, genome mining allows us to explore a large number of specialized metabolites
produced by bacteria even under laboratory conditions.

« Propose plant-associated
bacteria as a source of
discovery of natural
products with
biotechnological potential

+ Propose a class of
specialized metabolites for

the development of ) 3117 BGC
compounds with Figl. PAB genomes were collected from BACTERIAL AND VIRAL BIOINFORMATICS RESOURCE CENTER (BV-BRC) database using search filters. Genomes were subjected to a
biotechnological gene search for homology with sequence of a ion domain of the in synthase F (P11454) using the BLASTXx tool. Precursor bacteria of the resulting

peptides were analyzed by genome mining employing antisMASH v.6.0 (4). Similarity networks were performed with BiG-SCAPE and genomic context analysis with CORASON. (5)
Phylogenetic trees of bacterial genomes were made. BGC sequences were compared with the MiBIG database to associate them with a functional product and determine novelty in
those that did not present coincidences.

applications

Results and Discussion

Genomic mining analyzes of 214 i i

. N Average specialized metabolites found in PAB. [ 4
genomes revealed 3117 biosynthetic
gene clusters (BGCs) of which 855
(27%) were related to NRPS, its
conservation and abundance
throughout  all genera  suggests
potential for bioactivity (Fig 2).
BiG-SCAPE classified 534 NRPS
BGCs into 169 singletons and 85 Gene
Cluster Families (GCFs) (Fig 3) of
which of which 72 showed novelty and
conservation among the same genera.
The functional variety of the BGC
already characterized ranges from

antibiotics  (Icosalide,  Tridecaptin, Sears) S (R S i
Viscocin), biosurfactants (Lichenysin, Fig 2. Average specialized metabolites found in each of the genera
Surfactin), metal uptake and delivery result of the homology search with BLASTx.

(Bacillibactin, Ornibactin,
Streptobactin), and even the Tolaasin
toxin produced by Peudomonas.

The Serratia sp. GCF (Fig 4) showed

low similarity with two characterized L e —— o ——

compounds. It is probable that it Fig 4. Analysis of the GCF of Serratia BGC with low similarity with

resulted from a BGC duplication which g uinibaciin and pseudomonine F{g 3 §|m||anly network analysis by BlG-scAPE, The flgure sho\fvs the largest GCFs with a
P similarity percentage greater than 70% with compounds in the MIBIG database, from left to

adquired new functions and therefore
interesting for further study

right: Rhizomide, Surfactin, Lichenysin , Bacillibactin and Turnerbactin

Conclusions owledgements

PAB proved to be a source of great diversity and high number of specialized metabolites, this likely This project was financed by PAPIIT (project number 1A201721) and
due to their need to adapt to the various environmental conditions to which their hosts are subjected. CONACYT (project number CF-2022/319816). Reynaldo Villanueva
The conservation and ion of new comp with different bioactivities is essential to Enriquez received the a scholarship from PAPIIT and the internal
guarantee the holobiont survival. undergraduate scholarship of the UNAM Chemistry Institute the support
The NRPS have shown to have a great functional and structural diversity and bioinformatic tools provided is appreciated.

facilitate their study for the discovery of new compounds with antimicrobial activity.
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Figura V. Cartel presentado. Cartel para el XXXIIl Congreso Nacional de Bioquimica, el tercer

evento del Congreso virtual LatinXChem y en el simposio interno del IQ 2022.
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Figura VI. Constancia de participacién en XXXIIl Congreso Nacional de Bioquimica.

Presentacion en la modalidad de cartel con el trabajo “Plant-associated bacteria (PAB):

Resources of specialized metabolites”
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Figura VII. Diapositiva presentada en el XXXIIl Congreso Nacional de Bioquimica. Empleada

en la modalidad de Flash Talk.
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Figura VIII. Constancia de participacion en XXXIII Congreso Nacional de Bioquimica.

Presentacion en la modalidad de Flash Talk con el trabajo “Plant-associated bacteria

(PAB): Resources of specialized metabolites”
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Reynaldo Villanueva Enriquez, Corina-Diana Ceapa

participated in the #£LatinXChem Twitter Conference 2022 on Nov. 28, 2022 with the
poster entitled:

Plant-associated bacteria (PAB): Resources of specialized metabolites

= R e

Gabriel Merino Luciana Gonzaga de Oliveira
On behalf of the #LatinXChem On behal of the #LX ChemBis
Organizing Comittee Category Organizers

Figura IX. Constancia de participacién en tercer Congreso virtual Latinoamericano de

LatinXChem. Presentacion en la modalidad de cartel con el trabajo “Plant-associated

bacteria (PAB): Resources of specialized metabolites”
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Reynaldo Villanueva Enriquez

POR PRESENTAR EL TRABAJO:
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Licenciatura

entre los presentados en el Simposio 2022 del Instituto de Quimica,
que se llevo a cabo el martes 13 de diciembre de 2022.
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Figura X. Constancia de distincién de uno de los dos mejores trabajos en la categoria de
licenciatura en el simposio interno del 1Q 2022.
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