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Introduccion

Los insectos patdgenos representan una fuente importante de novedosos productos
naturales, ya que producen una gran diversidad de moléculas con el fin de dominar a
sus presas Yy a los competidores de alimento. Para lograr dichos fines, incluso algunos
patdogenos establecen alianzas con diversas bacterias (Bode, 2009). Eventos simila-
res ocurren en los nematodos entomopatégenos del género Steinernema y Heteror-
habditis, que han establecido una relacién simbidtica con bacterias de los géneros
Xenorhabdus y Photorhabdus, respectivamente. Se ha demostrado que estas bacte-
rias producen metabolitos secundarios muy variados, que pudiera estar relacionado
con su patogenicidad a insectos (Shi y Bode, 2018). La mayoria de estos metabolitos
secundarios se sintetizan mediante péptido sintetasas no ribosomales (0 NRPSs, por
Non Ribosomal Peptide Synthetase), que son complejos multienzimaticos organiza-

dos de forma modular.

Los péptidos sintetizados por las NRPSs se caracterizan, a diferencia de los péptidos
sintetizados por el ribosoma, por contener componentes no proteicos que se presume
contribuyen a la versatilidad de su actividad biolégica (Suissmuth y Mainz, 2017). En-
tre los péptidos que sintetizan las NRPSs se encuentran antibiéticos, compuestos an-
ti-tumorales, inmunupresores, entre otros. Por esta razon, el estudio de las NRPSs es
de gran relevancia en la agricultura, en la medicina y en la investigacion en general
(Martin 'y Gil, 1984).

Para encontrar nuevos péptidos y entender cual es el papel de las NRPSs en la rela-
cion bacteria—nematodo, se han utilizado diversas herramientas informaticas que
permiten el analisis de los genomas, el estudio de los genes potencialmente involu-
crados en el proceso simbidtico, y la asignacidon de posibles funciones bioldgicas, todo
ello encaminado a adquirir una compresion cada vez mas completa de como las

NRPSs sintetizan estos compuestos bioactivos (Weber, 2014).



1. Los géneros Xenorhabdus y Photorhabdus

La mayoria de las bacterias pertenecientes a los géneros Xenorhabdus y Photorhab-
dus reportadas a la fecha se han encontrado en asociaciéon con nematodos entomo-
patdbgenos y, en casos aislados, como patdgenas oportunistas de humanos (por
ejemplo, Photorhabdus asymbiotica). Sin embargo, estas bacterias no se han encon-
trado en formas de vida libre en el suelo o agua (Farmer et al., 1989; Peel et al,. 1999;
Gerrard et al., 2003). Este hecho sugiere que la asociacion simbidtica con nematodos

es esencial para la sobrevivencia de la bacteria (Forst et al., 1997).

En principio, el género Xenorhabdus incluia a todos los simbiontes de los nematodos
entomopatodgenos. Tiempo después, observando las diferencias de secuencia en el
16S rDNA, se descubrio que Xenorhabdus presenta la secuencia TTCG en la posicion
208-211 mientras que otras bacterias (ahora incluidas en el género Photorhabdus)
contienen la secuencia TGAAG en la misma posicion (Boemare et al., 1993., Szallas
et al.,, 1997). Ambos géneros tienen una estrecha relacién filogenética (Rainey et al.,
1995). El Ribosomal Dataset Project generd un arbol filogenético que muestra como
estos géneros se ramifican en la familia Enterobacteriaceae: Son vecinos filogenéti-

cos de Proteus vulgaris, Salmonella y Erwinia, entre otros (Figura 1).



Xenorhabdus bovienii

100f Xenorhabdus poinarii
Xenorhabdus beddingii

Xenorhabdus nematophilus

~—— Photorhabdus luminescens strain HSH2
77
100 Pj Photorhabdus luminescens DSM 336871
Photorhabdus luminescens DSM 3369

Proteus vulgaris

] ko - - Hafnia alvei
{ L Yersinia enterocolitica

————————— Pantoea agglomerans
64 4

77

- Erwinia carotovora

e 155
52 - Serrati
. Se a marcescens

| Elwbuder freundii
[ Escherichia coli
I—A— Plesiomonas shigelloides

0.05

Figura 1. Arbol neighbor-joining que mientras las relaciones filogenéticas entre los miembros de los

géneros Xenorhabdus, Photorhabdus y miembros de la familia Enterobacteriaceae.

1.1 Ciclo de vida de bacterias Xenorhabdus y Photorhabdus

Se ha caracterizado el ciclo de vida de diversas bacterias pertenecientes a los géne-
ros Xenorhabdus y Photorhabdus identificadas en neméatodos entomopatdgenos, y se
sabe que éstas viven en dos habitats diferentes durante su ciclo de vida; colonizan el
intestino de los nemétodos juveniles infectivos (la llamada fase de vida libre), e infec-
tan y se multiplican en el hemocele de los insectos, lo que genera un cultivo monoxé-
nico puro. Por lo tanto, el ciclo de vida de este tipo de bacterias es unico, porque invo-

lucra tanto a su simbiosis con nematodos como a su salto patogénico a insectos.
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Figura 2. Ciclo de vida de Xenorhabdus (Modificado de Herbert y Goodrich-Blair, 2007).

Los juveniles infectivos (JI) que se encuentran en el suelo, buscan (especies crucero)
0 esperan (especies acechadoras) a una presa insecto. Al encontrar al insecto objeti-
vo, el nematodo lo penetra atravesando sus aberturas naturales (boca, ano, o espi-
raculos) o bien, a través del tegumento. Durante la penetracion, los nematodos ex-
pulsan la cuticula que los protege, la cual proviene de su periodo de vida en el suelo
(J2). Posteriormente, los J3 se transforman en las etapas cuarta (J4) y adulta; durante
este tiempo inducen una toxicogénesis (Boemare et al., 1982) mediante la liberacion
de un factor inmunodepresivo activo dirigido a los péptidos antimicrobianos produci-
dos por los insectos infectados (Gotz et al., 1981). Este factor inmunodepresivo pro-
bablemente es una proteasa que facilita la liberacion de la bacteria simbionte del ne-
matodo (Goodrich-Blair et al., 2007; Hinchliffe et al., 2010). Posteriormente, la bacte-
ria se multiplica en el hemocele del insecto lo que provoca su muere por septicemia.
Al final de la multiplicacion de las bacterias Xenorhabdus y Photorhabdus en el insec-
to éstas sintetizan distintas sustancias antimicrobianas para evitar la contaminacién

generalizada del cadaver. Asi, el nematodo aprovecha los suministros que la bacteria



le da al metabolizar el tejido del insecto, para reproducirse durante una, dos o tres
generaciones. Los nematodos pueden heredar las bacterias verticalmente para pre-
servar la simbiosis con Xenorhabdus y Photorhabdus a través de las generaciones
(Forst et al., 1997).

1.2 Variacion de fase en bacterias Xenorhabdus y Photorhabdus

Algunas bacterias tienen la capacidad de responder a cambios ambientales mediante
un tipo de inestabilidad genética llamada variacion de fase, y tanto Xenorhabdus co-
mo Photorhabdus poseen esta caracteristica. La variacion de fase ocurre durante el
periodo estacionario de su ciclo de vida (Akhurst, 1980). Existen dos variaciones po-
sibles en Xenorhabdus y Photorhabdus; la primera ocurre en la etapa J3 del neméato-
do, el infectivo juvenil, y ha sido nombrada fase 1 (o primaria). La fase 1 puede ser fa-
cilmente detectada por la produccion de antibioticos, la adsorcion de colorante, y la
produccion de lipasas, fosfolipasas y proteasas (Boemare y Akhurst, 1988). La fase 2
(o secundaria) aparece solamente durante el periodo estacionario en cultivos in vitro o
durante la crianza de neméatodos con una dieta artificial. Los cultivos bacterianos de
esta fase carecen de las propiedades que tiene la fase 1. Los cambios de fase son
impredecibles en el tiempo, y aunque puede ser reversible, generalmente es mas co-
mun el cambio de la fase 1 a la fase 2. Las bacterias que se encuentran en fase 2 pa-
recen proveer de condiciones nutrimentales menos adecuadas para el nematodo. Es-
te hecho se ha observado en la asociacion simbiotica establecida entre Photorhabdus
con Heterorhabditis en donde las variantes de tipo 2 son capaces de matar al insecto
y colonizar nematodos, pero son menos efectivos para proporcionar condiciones de
crecimiento y nunca se han encontrado asociados con nematodos de origen natural,
ademas de que algunas variantes de la fase 2 de Photorhabdus puede ser perjudicia-
les para Heterorhabditis (Arkhurst et al., 1980; Boemare y Akhurst, 2006).



Mucoide Lisa

v X
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N4 X
v X
X v
v X
v X
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Tabla 1. Caracteristicas de las variaciones de fases en Xenorhabdus y Photorhabdus. Imagen modifi-
cada de Boemare y Akhurst, 2006.

Las simbiosis entre Xenorhabdus—Steinernema y Photorhabdus—Heterorhabditis son
divergentes, es decir que han evolucionado estrechamente. Las similitudes en la rela-
cion simbidtica, patégena y de variacion de fase, deben considerarse como parte de
una convergencia evolutiva debido a que las caracteristicas simbioticas, patdogenas y
de variacion de fase no implican necesariamente los mismos mecanismos fisiolégicos
(Boemare y Akhurst, 2006).

1.3 Productos metabdlicos producidos por bacterias simbiontes de nematodos

El andlisis de la asociacién bacteria—nematodo tiene un potencial importante ya que,
durante la fase post-exponencial de crecimiento, la bacteria secreta una variedad de
productos metabdlicos con diferentes funciones, como la de apoyar el desarrollo del
nematodo (Joyce et al., 2008), favorecer la comunicacion célula—célula (Brachmann et
al., 2013), o el combate contra el sistema inmune del insecto (Crawford et al., 2012),
asi como la proteccion del cadaver contra otros microorganismos que pudieran com-
petir por este alimento (Hu et al., 2002). Al respecto, en el hemocele del insecto exis-
ten una gran variedad de competidores y se presume que, para combatirlos, la bacte-
ria produce numerosas clases de compuestos, entre ellos, metabolitos secundarios

(Shiy Bode, 2018). Cuando el genoma de Pseudomona luminescens fue secuenciado



en 2003 se observo que éste presenta un alto numero de genes de toxinas y de ge-
nes biosintéticos (BGC, por Biosynthetic Gene Clusters) para la produccion de meta-
bolitos. Lo mismo sucede en otras cepas de Xenorhabdus, en donde al menos el
6.5% de su genoma esta dedicado a la produccion de metabolitos secuendarios, lo
gue es comparable con otras bacterias conocidas por ser grandes productoras de me-

tabolitos secuendarios, como Streptomyces o Myxobacteria (Herrman, et al., 2012).

En la fase estacionaria de Xenorhabdus y Photorhabdus se producen proteinas intra-
celulares que se ha sugerido forman parte de la contribucion que la bacteria aporta al
nematodo para su nutricion. Photorhabdus produce dos distintas pequefas proteinas
hidrofobas codificadas por los genes cipA y cipB (Bintrim y Ensign, 1998), por otra
parte, Xenorhabdus nematophila también produce dos proteinas, IP1 e IP2, pero sélo
se ha identificado al gen que codifica IP1, llamado pixA. (Goetsch et al., 2006). Otro
metabolito secundario importante en el desarrollo del neméatodo es el isopropilestil-
beno, un estilbeno que requiere de dos operones, sttABCDE y bkdABC. Este metabo-
lito también actia como inhibidor de la enzima epdéxido hidrolasa, y es una sefial im-
portante requerida para la recuperacion de Jl y completar el ciclo de simbiosis en Pho-
torhabdus (Crawford et al., 2012), por lo que se usa como gen biomarcador para es-

tas cepas.

Los rhabdopéptidos de xenortida (RXPs) son péptidos lineales compuestos de 2 a 8
aminoacidos, con extremos amino y carboxilo que se han encontrado exclusivamente
en Xenorhabdus y Photorhabdus (Reimer et al., 2014). En este tipo de péptidos, vali-
na es el aminoacido (aa) mas frecuente, seguido por fenilalanila y leucina. Por otro la-
do, el analisis gendmico de Xenorhabdus y Photorhabdus revel6 que los grupos de
genes biosintéticos RXPs codifican de dos a tres NRPSs mono-modulares, similares
a las encontradas en hongos y en otras especies bacterianas, y que con respecto a
otros péptidos sintetizados por NRPSs, los RXPs son los mas abundantes (Reimer et
al., 2014). Los RXPs se acumulan durante la infeccién a los insectos presa y han

mostrado actividad sobre la respuesta inmunolégica de los insectos, especificamente



sobre los hemocitos (Reimer et al., 2013). Se ha sugerido que los RXPs actuan sobre
la cascada de serin-proteasa, lo que conduce a la escisién de la profenoloxidasa y a
la consecuente inactivacion de las defensas celulares del insecto. También se ha en-
contrado que este tipo de péptidos presentan actividad contra algunos parasitos, por
ejemplo, contra Trypanosoma brucei rhodesiense, por lo que es posible que in vivo,
los RXP sean usados como un arma que permite Xenorhabdus y Photorhabdus con-

trolen a otras bacterias que habitan al insecto presa (Reimer et al., 2014).

Los genomas de X. nematophila y Xenorhabdus bovienii incluyen a varios genes BGC
involucrados en la biosintesis de metabolitos secundarios, en su mayoria compuestos
por pequefias moléculas como fenetilamidas, iodinina, bencilideneacetona y deriva-
dos del indol, pero también otras moléculas mas complejas como xenorhabdinas, xe-
norxides (Li et al., 1998), y xenocoumacinas (XCNs) (Mclnerney et al, 1991) deriva-

das del sistema hibrido policétido sintasa/péptido sintetasa no ribosomal (Figura 3).

1.4 Péptido Sintasas No Ribosomales (RNPSs)

Los péptidos no ribosomales son una clase de productos naturales que tiene una im-
portancia farmacolégica extraordinaria; la gama de actividad de estos péptidos va
desde los antibidticos a los inmunosupresores, citostaticos y toxicos. Todos ellos son
sintetizados por péptido sintasas no ribosomales (RNPSs), que son complejos multi-

enzimaticos organizados de manera modular (Scharwarzer et al., 2003).
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Figura 3. Compuestos derivados de Xenorhabdus. La figura también muestra la transformacién de
xenocoumacin 1 a xenocoumacin 2 (Bode, 2009).

Uno de los mdédulos corresponde a una seccion del polipéptido NRPSs que es res-
ponsable de la incorporacion de un aa en el producto final. Los médulos pueden estar
divididos en dominios, que son las unidades enzimaticas que catalizan los distintos
pasos necesarios para la sintesis de un péptido no ribosomal (Figura 4) (Stachelhaus
y Marahiel, 2001). Los dominios de las NRPSs contienen secuencias de aa altamente
conservadas llamadas “motivos centrales”, en donde es posible verificar la participa-
cion de cada aa en la funcién del dominio. Cabe mencionar que la sintesis no riboso-
mal tiene la especialidad de incorporar aa no proteinégenos, como D-aminoacidos,
acidos grasos y alfa-hidroxiacidos, lo cual se ha planteado que contribuye a la versati-

lidad de estas moléculas y su diversa actividad biolégica (Sissmuth y Mainz, 2017).
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Figura 4. Organizacion modular de las NRPSs (Finking, 2004).

Cada modulo de las NRPSs se compone por tres dominios, cuya funcién es a) el re-
conocimiento y la activacion del sustrato, b) el transporte del sustrato a los centros ca-
taliticos de la enzima, y c) la formacién del enlace peptidico, por lo que todos los do-
minios son esenciales para la sintesis del esqueleto peptidico. El nombre que reciben,
respectivamente, es el dominio de adenilacién (A), la proteina portadora de peptidilo
(PCP) o dominio de tiolacion (T) y el dominio de condensacion (c) (Finking y Marahiel,
2004).

e Eldominio A (de £ 550 aa) controla la entrada de sustratos a la sintesis median-
te la seleccion de sustratos para los aa que compondran al péptido, este mismo
proceso ocurre en la sintesis ribosomal y es llevada acabo por la aminoacil
tRNA sintetasa, pero estas dos enzimas no comparten estructura o relacion al-

guna.

e La PCP o Dominio T (de + 80 a 100 aa) representa a la unidad transportadora
gue acepta al aminoacido activado unido covalentemente a su cofactor 4 fosfo-
panteteinil (4° PP) como tioéster. Este cofactor se transfiere postraduccional-
mente a un residuo de serina conservado en la proteina transportadora (PCP),
y actia como un brazo flexible que permite que el sustrato aminoacilo—peptidilo

viaje entre diferentes centros cataliticos.



e EIl Dominio C (de + 450 aa) es el encargado de la formacion del enlace peptidi-
co, por lo que es la entidad central de la sintesis peptidica no ribosomal. La en-
zima cataliza un ataque nucleofilico del grupo amino del aa activado unido al
modulo rio abajo (con respecto al Dominio C) sobre el grupo acilo del aminoaci-
do atado al médulo rio arriba.

El primer dominio que actlia dentro de cada moédulo es el dominio de adenilacion, que
activa a un aa especifico por adenilacién y luego lo ata al sulfhidrilo libre del brazo fle-
xible de dominio T. De manera sincronizada, empezando con el primer moédulo de
alargamiento, los dominios de condensacion se unen al sustrato donado rio arriba con
el sustrato aceptor rio abajo. Esta reaccion rompe el enlace tioéster rio arriba, y pro-
duce un peptidilo intermedio unido al dominio T del modulo rio abajo. El intermediario
sirve también como sustrato donante para el dominio C del siguiente modulo en esta
linea de ensamblaje (Figura 5). Asi, la cadena de péptidos en crecimiento pasa de un
mdédulo a otro. Después de la adicion de un mondémero final por el dominio de termi-
nacion, el producto peptidico es liberado por un dominio tioesterasa (TE) (Dore et al.,
2016).



Figura 5. Esquema de la linea de ensamblaje NRPS de 3 mdédulos. EI médulo de iniciacion
(en azul), el médulo de elongacién (en verde) y el médulo de terminaciéon (en amarillo). Tam-
bién se muestran los dominios de adenilacion (A), condensacion (C), tiolacién (T) y tioesterasa
(TE). En morado se muestra el brazo flexible (Modificado de Ackerley, 2016).

Los péptidos sintetizados por NRPSs tienen una gran importancia biotecnoldgica, ya
gue abarcan funciones que van desde la actividad antibiética contra hongos, oomice-
tos, plantas y nematodos, asi como interacciones con membranas celulares, inhibido-
res, cofactores, activadores (Tabla 2), entre otros, por lo que es de vital importancia
conocer la relacion que tienen con el estilo de vida de algunas bacterias, como Xe-
norhabdus, ya que presentan un potencial enorme para la produccion de diferentes

metabolitos secundarios.



Tabla 2. Algunos de los péptidos no ribosomales y sus funciones reportadas.

Péptido no ribosomal Actividad
Antibidtica, profarmacos que tras su sintesis son
Xenocumacinas activados, ya que puede dafiar a la bacteria que

las produjo (Reimer et al, 2009).

Actividad antibacterial contra E. faecalis (Donmez
Fabclavinas et al, 2019), y algunos hongos, oomicetos, plantas

y nematodos (Masschelein et al., 2015).

Actividad contra hemocitos del insecto durante la
Rhabdopéptidos infeccion; actdan inhibiendo la cascada de serin
proteasas, anulando la respuesta inmune del in-
secto (Reimer et al., 2013).
Molécula de sefalizacién para la recuperacion de
Estilbenos los JI en el desarrollo de Heterorhabditis (Joyce et
al., 2008).

1.5 Identificacion de potenciales metabolitos secundarios de interés potencial
mediante herramientas de la bioinforméatica

Los productos naturales, también conocidos como metabolitos secundarios, son pro-
ducidos por una gran variedad de organismos. Muchos de estos productos son de im-
portancia clinica para el tratamiento de enfermedades humanas, como la rapamicina,
gue es un inmunosupresor que impide que los glébulos blancos rechacen tejidos y o6r-
ganos en transplantes, o la acarbosa, que desacelera la accion de ciertos productos
guimicos que descomponen los alimentos para liberar glucosa en la sangre, por lo
gue se utiliza para tratar la diabetes tipo 2. En la actualidad, los mejores productores
de metabolitos secundarios de aplicacion médica son las bacterias y los hongos, y en
casi todos ellos, los genes de biosintesis estan agrupados en el genoma o en los
plasmidos (Martin y Gil, 1984). Esto nos es muy Util, ya que podemos encontrar a un
grupo de genes biosintéticos identificando la posicion de solo uno de ellos en el ge-
noma, por ejemplo, un gen de resistencia, y después analizar la secuencia de los ge-

nes que se encuentran alrededor de este.

Los avances en las tecnologias de secuenciacion han permitido desarrollar herra-
mientas como la mineria genodmica (Tabla 3), que permite encontrar nuevos compues-
tos de manera mas rapida. La mineria de genomas utiliza informacién genéti-

ca/genomica para determinar el potencial que tienen los organismos para producir



nuevos compuestos. El primer paso es identificar supuestos genes BCG en el geno-
ma de interés, y esta informacioén se usa para predecir los productos sintetizados por
las enzimas codificadas en los grupos BCG mediante su comparacion con genes de

otras especies ya caracterizados (Weber, 2014).

Tabla 3. Herramientas para mineria de grupos de genes de metabolitos secundarios

Herramienta Sitio web
AntiSMASH 2 http://antismash.secondarymetabolites.org
BAGEL3 http://bagel2.molgenrug.nl/
CLUSEAN https://bitbucket.org/antismash/clusean
MIDDAS-M http://133.242.13.217/MIDDAS-M/
PKMiner http://pks.kaist.ac.kr/pkminer/
SMURF http://jcvi.org/smurf/index.php

Este tipo de herramientas ha permitido analizar el genoma de diferentes cepas de
Xenorhabdus y Photorhabdus, y en algunas de ellas se han encontrado entre 24 y 41
BGC que pertenecen a varias clases biosintéticas, pero la gran mayoria a NRPSs
(Tobias, et al, 2017). En Xenorhabdus nematophila ATCC 19061, por ejemplo, se re-
veld que el 7.5% de los genes codifican proteinas implicadas en el metabolismo se-
cundario (Bisch et al., 2016), sin embargo, la mayoria de estas moléculas son cripti-
cas, es decir que aun se desconoce su funcionamiento con precision. Hoy en dia se
sabe que X. nematophila produce varios metabolitos secundarios con actividad anti-
microbiana como las xenocoumacinas, derivados del indol y nematofinas, metabolitos

gue tienen una amplia diversidad de actividades y de estructuras quimicas.

2. Justificacion

Las bacterias del género Xenorhabdus producen una gran gama de metabolitos se-
cundarios, desde antimicrobianos hasta insecticidas, la mayoria de estas moléculas
son producto de péptido sintetasas no ribosomales (NPRSs). Dada su relevancia bio-
tecnoldgica, es importante determinar el papel que tienen estas enzimas en el ciclo de
vida de Xenorhabdus nematophila SC 0516.

3. Hipotesis
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La relacion simbiotica entre neméatodos y bacterias del género Xenorhabdus exige la
produccion oportuna de moléculas que facilitan la coordinacion y operacion de diver-
S0s procesos biolégicos. En este sentido, los metabolitos secundarios sintetizados por
péptido sintetasas no ribosomales (NPRSs) de Xenorhabdus pudieran participar de
manera importante en algunos de estos eventos, por lo que su produccion debe de

ser abundante y diversa en Xenorhabdus nematophila SC 0516.

4. Objetivos
4.1 Objetivo general

Establecer la probable relacion que existe entre las NRPSs y la gran variedad de me-
canismos que muestra Xenorhabdus nematophila SC 0516 en la relacion simbiética

nematodo — bacteria.

4.2 Objetivos particulares

1. Detectar los BGC que potencialmente sintetiza NRPSs en el genoma de Xenor-
habdus nematophila SC 0516

2. Generar una red de similitud entre estos metabolitos.

3. Proponer los genes biosintéticos que estén implicados en la produccion de me-
tabolitos secundarios relacionados con la patogenicidad del nemétodo, sus pro-
ductos antimicrobianos, el desarrollo del neméatodo y la proteccion del cadaver

en Xenorhabdus nematophila SC 0516.

5. Materiales y métodos

5.1 Deteccidén de grupos de genes biosintéticos

Para el analisis de grupos de genes biosintéticos (BGC) NRPSs se utilizé la herra-
mienta antiSMASH, un software capaz de ejecutarse desde un servidor web

( http://antismash.secondarymetabolites.org/) o como una version independiente insta-

lada en una computadora de escritorio. Dicha herramienta se uso6 para la identifica-


http://antismash.secondarymetabolites.org/

cion, anotacién y analisis de potenciales grupos de genes involucrados en la sintesis
de metabolitos secundarios. El uso de esta herramienta permite detectar rapidamente
todas las clases conocidas de BGC de metabolitos secundarios, proporcionar anota-
ciones funcionales detalladas y predecir la estructura quimica de sus productos con
mayor precision que otros métodos (ClustScan, SMURF o CLUSEAN, por mencionar

algunos) (Medema et al., 2011).
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Figura 6. Esquema del flujo de trabajo para el andlisis genémico de metabolitos secundarios.

AntiSMASH permite la entrada de archivos de diferente tipo (FASTA, GBK o0 EMBL) y
también puede porporcionar un nimero de acceso a GenBank/RefSeq, que es utiliza-
do por el servidor web para obtener el archivo asociado de GenBank. Si se elige la
opcion de archivo FASTA, el programa realiza una prediccion de genes utilizando su
herramienta de marcos abiertos de lectura largos (ORFs largos) para construir un mo-

delo del gen basado en la secuencia proporcionada.



5.2 Generacion de redes de similitud de secuencia de NRPSs

Para la generacion de redes de similitud se utilizé el programa BIG-SCAPE (Biosynt-
hetic Gene Similarity Clustering and Prspecting Engine), disponible en
https://git.wageningenur.nl/medema-group/BiG-SCAPE. BIG-SCAPE es una herra-

mienta bioinformatica que calcula las distancias filogenéticas que existen entre los
BGC de NRPSs para mapear su diversidad en redes de similitud de secuencia, que
se procesan para la reconstruccion automatica de grupos de genes que codifican la
biosintesis de moléculas altamente similares o idénticas. BIG-SCAPE usa la informa-
cion contenida en los archivos de GenBank que fueron procesados con la herramienta
antiSMASH para medir la similitud que existe a nivel de secuencia entre NRPSs me-
diante la combinacién de tres indices: el indice de Jaccard, que mide el grado de simi-
litud que presentan los dominios; el indice de adyacencia, que compara los dominios
contiguos que se comparten y el indice de similitud de secuencia. Al finalizar se gene-
ran dos tipos de archivos de salida, un archivo de texto que incluye archivos de red
gue pueden usarse para analisis utilizando otras herramientas bioinformaticas y un

archivo de visualizacion interactiva.

5.3 Andlisis pangendmico

Para determinar si las NRPS corresponden al genoma nucleo (familias de genes que
se han encontrado presentes en todos los miembros de una especie en particular) o
al genoma accesorio (familias de genes encontrados so6lo en algunas genomas de
una especie en particular) dentro del genoma de Xenorhabdus, se realizé un analisis
pangenémico con el programa GET_HOMOLOGUES (disponible en
https://github.com/eead-csic-compbio/get_homologues/releases) que utiliza tres mé-
todos de agrupamiento: OrthoMCL (OMLC), COGtriangles (COG) y BDBH.

La informacion que proporciona GET_HOMOLOGUES es el perfil genético (conteni-
do) de un pangenoma, el cual se divide en dos grupos: los genes esenciales (genoma

core y genoma soft core) y los genes accesorios (genoma cloud y genoma shell). Las
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nuevas tecnologias de secuenciacion y la metagenémica han proporcionado un cam-
bio de paradigma en la gendmica microbiana, anteriormente habia pocas compara-
ciones gendmicas y hoy en dia existen estudios pangenémicos masivos con diferen-

tes escalas de resolucion filogenética (Tettelin et al., 2005).

5.4 Andlisis de regiones promotoras

Se realiz6 un andlisis in silico de las regiones promotoras de 3 genes que posiblemen-
te codifiguen para una proteina que esté relacionada con una NRPS, los cuales con-
sideramos que son de mayor interés, esto para observar qué elementos se encuen-
tran dentro de estas regiones y qué papel podrian estar desempefiando en la regula-
cion de la transcripcion. Con la herramienta antiSMASH se descargaron en formato
FASTA las secuencias, separadas por clusters, en donde se encuentran cada uno de
estos genes. En estas secuencias se encontraron las regiones codificantes para cada
uno de los genes propuestos y se tomaron 600 bases rio arriba del inicio de la trans-
cripcion.

Estas secuencias se procesaron con ayuda de BPROM (disponible en

http://www.softberry.com/berry.phtml), un programa de reconocimiento del promotor

sigma70. BPROM proporciona la posicion aproximada de las regiones -10 y -35 del
promotor y los posibles sitios de unién a factores de transcripcion conocidos para ca-

da uno de los promotores predichos.
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6. Resultados

6.1 Potencial biosintético de metabolitos secundarios de Xenorhabdus nema-
tophila SC 0516

Para establecer en potencial biosintético del genoma de Xenorhabdus nematophila
SC 0516 se utilizoé el programa antiSMASH version 5.0. Se incluyeron en el analisis
los genomas de 50 organismos con diferentes estilos de vida: simbiontes de plantas,
enddfitos, de vida libre/suelo, simbiontes de nematodos, patégenos de insectos, pato-
genos de humanos, patdgenos de plantas, simbiontes de insectos y organismos mari-
nos (Tabla 4). Los datos de los genomas se obtuvieron a partir de GenBank

(https://www.ncbi.nim.nih.gov/).

En este estudio detectamos1082 grupos de genes biosintéticos de diferentes clases,
de donde 417 pertenecen a péptido sintetasas no ribosomales. En la Figura 7 se
muestran los organismos y su potencial biosintético, que fueron las cepas de Strep-
tomyces. Estas bacterias han sido estudiadas porque han mostrado tener una capaci-
dad importante en la produccién de varios tipos de moléculas de interés en medicina
como antibidticos, inmunosupresores, etcétera. A pesar de que las cepas de género
Streptomyces mostraron un potencial biosintético importante, no fueron las cepas que
tuvieron un mayor potencial en lo que a péptido sintetasas no ribosomales se refiere.
Tanto las cepas de Xenorhabdus como de Photorhabdus mostraron un mayor poten-
cial en la produccion de los complejos NRPSs, lo cual nos habla del papel tan impor-
tante que posiblemente tienen en su ciclo de vida y por ende en el establecimiento de

la simbiosis bacteria-nematodo.
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Figura 7. Grafica en la que se muestra la diversidad de metabolitos producidos por distintos microor-
ganismos y su potencial biosintético predicho con antiSMASH. Simbionte de planta (SP), enddfito
(EN), vida libre/suelo (VL/S), simbionte de nematodos (SN), patégeno de insectos (Pl), patégeno de

humanos (PH), patégeno de plantas (PP), simbionte de insecto (SI), marino (M).

Xenorhabdus nematophila SC 0516 presenta distintos BGC ya reportados previamen-
te para algunas cepas de Xenorhabdus y Photorhabdus. Uno de ellos fue la nematofi-
na, un compuesto bioactivo que ha mostrado tener capacidad antibacterial contra al-
gunas cepas de Bacillus y Staphylococcus resistentes a muchos antibioticos (Li,
1997). Ademas, la nematofina ha exhibido una potente capacidad antimicrobiana con-
tra patdgenos de plantas in vitro e in vivo (Zhang et al., 2018), y se ha observado que
esta molécula posee una actividad antifingica eficaz contra Exserohilum turcicum, un

agente causal del tizon foliar del maiz (Zhang et al., 2019).



Otro BGC que se detecto en el genoma de X. nematophila fue el que posiblemente
codifica para dos variables de la xenocoumacina: Xcn 1y Xcn 2. Se ha reportado que
estos compuestos exhiben una amplia actividad antimicrobiana contra bacterias
grampositivas y una fuerte actividad antinfangica, ademas, estas moléculas tienen un
importante potencial agricola. También se ha demostrado que una mutante de X. ne-
matophila, la mutante AcpxR, la cual consisti6 en modificar los efectos sobre CPXR,
un regulador de respuesta global asociado con el mutualismo y la patogénsis de X.
nematophila, tuvo un aumento en su actividad antimicrobiana, por el aumento de la
produccion de Xcnl, 3.04 veces mayor que la del tipo salvaje in vitro e in vivo (Zhang
et al., 2019).

Se detecté un grupo de genes que podrian estar relacionados con una o varias pro-
teinas responsables de la sintesis del antibiético odilorhabdina (ODL), las ODL han
mostrado actividad contra patégenos gram positivos y gram negativos, incluyendo al-
gunos géneros de la familia Enterobacteriaceae que mostraban resistencia a carba-
penémicos. Se demostré que las ODL interfieren con la sintesis de proteinas y se
unen a la subunidad ribosomal pequefia en un sitio no explotado por algunos antibi6-
ticos actuales. Las ODL inducen una codificacion errbnea y promueven la lectura de
codones hambrientos, la incorporacién incorrecta de aminodacidos y la omision prema-

tura del codén de paro de la traduccion (Pantel et al., 2018).

Por otra parte, también se identifico un BGC que pudiera estar relacionado con la
produccion del depsipéptido xenematida, que ha sido reportado por mostrar una acti-
vidad antibacterial contra un panel de bacterias patogénicas. La xenematida F mostré
una potente actividad contra P. aeruginosa, mientras que la xenematida G tuvo una

actividad similar contra B. subtilis (Xi et al., 2019)



6.2 Analisis de redes por similitud de secuencia

Se utiliz6 el software de cbdigo abierto BIG-SCAPE (disponible en:
https://git.wageningenur.nl/medema-group/BiG-SCAPE/)) para el analisis de redes, esta
herramienta utiliza genomas secuenciados como archivos de entrada para posterior-
mente clasificarlos en grupos de genes biosintéticos. Para ello se utilizaron los BGC
gue se obtuvieron del analisis de antiSMASH y se buscé en la base de datos MIBIG,
en donde se encuentran todos los genes biosintéticos, para determinar si existen simi-
litudes con BGC que han sido caracterizados. El resultado es una red de similitud de
secuencia y un arbol de las familias de BGC, el cual muestra la similitud entre diferen-
tes BGC, los arboles de las familias de BGC de interés se muestran a continuacion
(Figura 8).
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Figura 8. Arboles de los BGC propuestos para futuros andlisis experimentales.



Se seleccionaron las familias FAM_00541, FAM 00475 Y FAM_00537 debido a que
se conservan en algunos géneros de Xenorhabdus y Photorhadbus, esto podria suge-
rir que estos genes se han conservado porque tienen alguna actividad importante
dentro del ciclo de vida de estas bacterias. También se eligieron estas tres familias
(Figura 9) ya que tienen un alto grado de similitud con otros grupos de genes y estos
grupos de genes codifican proteinas que sintetizan componentes importantes en la
relacion simbidtica y que tienen un potencial importante en la biotecnologia, ya que
contribuyen a la venta de miles de millones de doélares en la industria quimica y far-
macéutica. Es destacable mencionar que aproximadamente el 50% de los farmacos
de uso clinico pertenecen al grupo de los péptidos no ribosomales o hibridos deriva-
dos de las NRPS/PKS, y la mayoria se han aislado de bacterias marinas, cianobacte-

rias y hongos (Tobias et al., 2017).
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Figura 9. BGC seleccionados para analisis posteriores, entre paréntesis se muestra el tipo de meta-
bolito secundario que el grupo de genes sintetiza y el metabolito secundario especifico que mostrd

mayor similitud comparando con la base de datos MIBIG.

De acuerdo con los resultados de antiSMASH y el andlisis de redes (BIG-SCAPE) se
determinaron algunos BGC para analisis posteriores, a continuacion, se mencionan

los que se consideraron de mayor importancia tanto para entender su funcion en la



simbiosis nematodo-bacteria como para su aprovechamiento de manera biotecnoldgi-

ca.

Se seleccion6 un BGC de la FAM_00541 debido a que este cluster de genes sinteti-
zan proteinas que estan relacionadas con una péptido sintetasa no ribosomal llamada
odilorhabdina, antes reportado también con el programa antiSMASH, presenta un
porcentaje de identidad de 100% comparando con las bases de datos de MiBIG, esta
base de datos tiene alojados los BGC que han sido elucidados experimentalmente
hasta la fecha. De acuerdo con lo reportado (Pantel et al., 2018; Racine, E. & Gualtie-
r, M., 2019) las odilorhabdinas muestran un alto potencial como una nueva clase de
antibiotico, esto es de gran importancia ante la creciente resistencia de las bacterias

patdgenas y la escasez de plataformas de descubrimiento de antibioticos

De la misma manera se seleccion6 un BGC de la FAM_00475 que presenta un grupo
de genes que codifican algunas proteinas que podrian estar relacionada con dos
posibles NRPS, por un lado comparando con la base de datos de MiBIG obtenemos
un porcentaje de identidad del 40% con la safracina, un antibiético con actividad anti-
tumoral producido por Pseudomonas fluorescens (Velasco et al., 2005) y por otra
parte encontramos un porcentaje de identidad del 32% con una livipeptina, un alde-
hido de péptidos pequefios (SPAS) con actividad inhibidora de proteasas, identificada
en Streptomyces lividans, se cree que esta molécula podria, junto con otras inhibi-
doras de proteasas, ser el centro de la biologia de Streptomyces (Aguilar et al., 2020,
Chater et al., 2010)

Dentro de la FAM_00537 se encontr6 un BGC que contiene algunos genes posible-
mente relaciones con la produccion de sideréforos, compuestos de bajo peso molecu-
lar con alta afinidad por el hierro férrico, la adquisicién de hierro y su almacenamiento
intracelular son requisitos previos para una invasion exitosa del huésped por un paté-
geno. Este BGC tuvo un 63% de identidad, comparado con la base de datos MiBIG,

con un cluster de genes de Xenorhabdus budapestensis, en donde se identificaron 4



sideréforos (aerobactina, putrebactina, avaroferrina y ocrobactina C) que anteriormen-

te solo se habian encontrado en bacterias marinas (Hirschmann et al., 2017).

Por otra parte, se eligio un BGC debido a que presenta un gen que codifica a una pro-
teina encargada de la sintesis de una NRPS, la xenematida y aunque este BGC no se
agrupo en ninguna familia, el gen presenta un porcentaje de identidad de secuencia
del 99% comparando con la base de datos de MIBIG. Este compuesto ha sido alta-

mente eficaz contra bacterias gran positivas y contra patdégenos fungicos y oomicetos.

6.3 Pangenoma de Xenorhabdus

Usando el software GET_HOMOLOGUES (Vinuesa et al., 2013), para determinar si
las NRPS forman parte del genoma nucleo o genoma accesorio, se obtuvo el tamafio
del genoma nucleo (genoma core) y el genoma accesorio. Esto se realizé usando tres
algoritmos de agrupamiento de genes ortélogos (BDBH, OMCL y COG), se determind
el tamafio del genoma nudcleo que corresponde a 507 genes, el pangenoma (todas las
familias de genes presentes en un determinado grupo de organismos) se calculé con
dos algoritmos (COG y OMCL) y el consenso de los dos algoritmos fue de 13, 667

genes que conforman el pangenoma de 45 cepas de Xenorhabdus.
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Figura 10. Estimacién del tamafio del genoma nucleo ajustado al modelo de Tettelin et al., 2008. B)
Diagrama de Venn que muestra el conseno de ortdlogos agrupados por los algoritmos BDBH, COG y

OMCL para estimar el tamafio del genoma nucleo.

Después de estimar el tamafio del pangenoma y genoma nucleo se trazaron los mo-
delos exponenciales de Tettelin et al., 2008. De acuerdo con este modelo, el pan-
genoma de las cepas analizadas de Xenorhabdus es un pangenoma abierto, a medi-
da que se agregan mas genomas al analisis la cantidad de genes nuevos sigue au-

mentando.
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Figura 11. Estimacion del tamafio del pangenoma ajustado al modelo de Tettelin et al., 2008. B)

Diagrama de Venn gue muestra el conseno de ortlogos agrupados por los algoritmos COG y OMCL

para estimar el tamafio del pangenoma.

Por otra parte, se determin6 el tamafio del genoma cloud o nube (genes que se

encuentran soélo en algunas especies del analisis) y el genoma core o nucleo (genes

gue estan presentes en todos los organismos incluidos en el analisis). Se identificaron

un total de 13,667 genes; 8260 en el genoma cloud, 3577 en el genoma shell, 1830

en el soft-core y 1134 en el genoma core.
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Figura 12. Estimacion del tamafio del genoma cloud y genoma core.



También se realizé la busqueda de NRPS en el pangenoma de Xenorhabdus y se
encontré6 que dentro del genoma cloud/nube se identificaron 12 NRPS, dentro del
genoma shell 5 NRPS y tanto en el genoma core/nacleo como en el soft-core no se
identificaron NRPS.
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Figura 13. Distribucion de NRPS dentro del pangenoma de Xenorhabdus.

6.4 Analisis de regiones promotoras

Utilizando el programa BPROM (disponible en http://www.softberry.com/berry.phtml),

gue reconoce el promotor sigma70, se obtuvieron las posibles regiones promotoras
de tres genes de interés que participan en la sintesis de NRPS. También se obtuvie-
ron las regiones de la zona promotora en donde estarian interactuando factores de

transcripcion para la regulacion de ésta.

A continuacién, se mencionan las tres regiones que se analizaron, con sus posibles
sitios de union a factores de transcripcion.
Region 1

La primera region promotora que se analizo fue de la secuencia que posiblemente
codifica para una policétido sintasa envuelta en la sintesis de una xenocoumacina, un

péptido no ribosomal con actividad antimicrobiana y de inhibicién del sistema inmune


http://www.softberry.com/berry.phtml

de insectos que se mantiene conservados en distintas especies dentro del género
Xenorhabdus. En esta region el programa BPROM predijo solamente un promotor,
tanto su secuencia como las cajas -10 y -35 se muestra en la tabla 5. BROM también
mostro sitios de unién a factores transcripcionales y el elemento que interactia con
esta zona, en este caso el algoritmo predijo dos elementos para el promotor predicho:
la proteina represora de metionina, MetJ, que controla la expresion de genes involu-
crados en la biosintesis y el transporte de metionina en E. coli (Augustus, A., Sage, H.
y Spicer, L., 2010) ; y el factor de integracion de huésped (IHF), una proteina de unién
y flexiébn del ADN con funciones en la organizacion estructural del ADN local y en la

regulacion transcripcional de bacterias gran-negativas (Mangan et al., 2006).

Por otra parte, también se analizé esta region con la herramienta fgenesB (disponible

en http://www.softberry.com/berry.phtml), un conjunto de programas de prediccion de

genes y operones bacterianos basado en patrones/cadenas de Markov. fgenesB pro-
porciona el numero de genes predichos para la secuencia analizada, el inicio y final
del posible gen en la secuencia y la secuencia en aminoacidos. Después, esta se-
cuencia se analiz6 mediante la herramienta SmartBLAST (disponible en

https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi) y mostro que posiblemente se trata de una be-

talactamasa que se encuentra unas 500 bases arriba del inicio de transcripcion. Las
betalactamasas son enzimas que inactivan antibiéticos tales como la penicilina, cefa-

losporina, carbapenémicos, entre otros.

Regién 2

La segunda region promotora que se analizo fue la secuencia que posiblemente codi-
fica para una proteina relacionada en la sintesis de una odilorhabdina, antibiético que
ha mostrado afectividad contra patdgenos gram positivos y gram negativos, las odi-
lorhabdinas se unen a la subunidad pequefa ribosomal e inducen errores en la codifi-
cacion promoviendo la incorporacion incorrecta de aminoacidos y la omisién de codo-
nes de parada (Patel et al., 2018), esto es importante ya que es un sitio que los anti-

bidticos actuales no han explotado aun. En esta region el programa BPROM predijo


http://www.softberry.com/berry.phtml
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

solamente un promotor, tanto su secuencia como las cajas -10 y -35 se muestra en la

tabla 5. En este caso BPROM predijo 5 posibles sitios de union a factores transcrip-

cionales para el promotor predicho:

fnr: sitio de unién a la proteina reguladora de la reduccién de fumaratos y nitra-
tos, factor de transcripcion global que controla la expresion de mas de 100 ge-
nes en respuesta a la anoxia (disminucion del aporte de oxigeno) y que en E.
coli regulan la respuesta global a la transicion entre el crecimiento aerébico y
anaerdbico (Scott et al., 2003).

arcA: miembro de un sistema regulador compuesto por arcA y arcB, estos re-
primen una amplia variedad de enzimas aerdbicas en condiciones anaerébicas
(Sawers et al.,1997) participa en la resistencia a los colorantes en E. coli, indis-
pensable para la expresién de genes de la fosfatasa alcalina y del factor sexual
F (Drury, L., and Buxton, R., 1985).

purR: el factor de transcripcion PurR juega un papel fundamental en la regula-
cion transcripcional del metabolismo de las purinas en las enterobacterias. Una
cepa de e. coli que carece del gen de PurR mostré que un total de 56 genes se
vieron afectados por su eliminacion. Se mostroé que el 73% de los genes regu-
lados directamente por PurR estaban enriquecidos en la biosintesis, utilizacion
y transporte de nucledétidos de purina y pirimidina, y el 20% de ellos eran fun-

cionalmente desconocidos (Cho et al., 2011).

cpxR: proteina reguladora cpxR parece controlar al menos 100 operones (De
Wulf et al., 1999), algunos de ellos estan involucrados en funciones celulares
como el sistema de respuesta al estrés de la envoltura, ensamblaje de pilus, la
secrecion, motilidad, quimiotaxis, desarrollo de biopeliculas, resistencia a far-
macos, entre otros (Dorel et al., 2006). En las bacterias patégenas controla ge-
nes implicados en la invasion de las células huésped (Raivio, 2005). A veces
actia para modular la accién de los principales activadores o represores de al-

gunos promotores (Dorel et al., 2006).



e hipB: una proteina de unién al DNA en E. coli, regula negativamente su propio
promotor al unirse a secuencias palindrémicas en el promotor hipBA. Compo-
nente antitoxina de un sistema toxina-antitoxina de tipo Il, neutraliza el efecto

toxico de la toxina afin HipA (Lin et al., 2013).

Esta region también se analizo con la herramienta fgenesB. Después, esta secuencia
se analiz6 mediante la herramienta SmartBLAST y mostré que posiblemente se trata
de un gen gue posiblemente sinteticen una enzima perteneciente a una super familia
de dominio cupin rmIC-like, estas enzimas estan implicadas en la sintesis de L-
ramnosa, un sacarido necesario para la virulencia de algunas bacterias patdégenas
(Giraud et al., 2000)

Region 3

La dltima region promotora que se analizé fue la secuencia que posiblemente codifica
para una proteina relacionada en la sintesis de un sideréforo (putrebactin/avoferrin),
estas proteinas son importantes en la adquisicion de hierro y su almacenamiento ya
gue son requisitos importantes previos a una invasion exitosa de un huésped por un
patdgeno. En esta region el programa BPROM predijo solamente un promotor, tanto
Su secuencia como las cajas -10 y -35 se muestra en la tabla 5. En este caso BPROM
predijo varios sitios de unién a factores transcripcionales para el promotor predicho,

entre los que destacan:

e argR2: junto con argR1 y ahrC regulan el metabolismo de la arginina, argR2
regula la via de biosintesis de L-arginina, que forma parte de la biosintesis de

aminoacidos (Schulz et al., 2014).

e rpoD16: factor sigma, factor de iniciacion que promueve la union de la ARN po-
limerasa a sitios de iniciacién especificos y luego se liberan. Este factor sigma
es el factor principal durante el crecimiento exponencial, preferentemente trans-

cribe genes asociados con un crecimiento rapido, como operones ribosomales,



otros genes relacionados con la sintesis de proteinas, genes que codifican
rRNA, tRNAY prfB (Maciag et al., 2011).

e tyrR: factor de transcripcion regula genes implicados en la captaciéon y biosinte-
sis de aminoacidos aromaticos en enterobacterias. Los genes pueden regularse
positiva 0 hegativamente dependiendo de la presencia o ausencia de cada ami-
noécido aromatico, los tres funcionan como cofactores para TyrR (Coulson, T.
and Patten, C., 2015).

Tabla 5. Genes de interés que el programa BPROM predijo para tres regiones promotoras de Xenor-
habdus nematophila SC0516, se muestran las secuencias de los promotores, sus cajas de regulacion
y los posibles factores de transcripcion que se unirian.

Gen de interés Secuencia del promotor Caja-10 Caja -35 Factores de transcripcion
Xenocoumacina TATTGGCTTATGACTGAATGAATCTATTGAG e met]
CTAAAATAAAACTGAA
ATGACT  AGCTAAAAT L
o fnr
Odilorhabdina AACTTGAAAGAAGAAAGGTATATCAATAAT  TTGAAA  ATCAATAAT © arcA
AAAAAGATAA .
purk
e cpxR
e hipB
e argR2
e nagC
e phoB
e hns
: in  TTATTGTCACAATGAAAATATTTATTAAATTA TTATT  TGTTATTAT e tyR
Putrebactin/Avoterrin - AAAAACAATTGTTATATTTCA /
o inf
e arcA
o lexA
° SOXS

e rpoD16




7. Discusion

El presente trabajo pretende contribuir en la determinacion del papel que tienen las
NRPS en la relacion simbidtica nematodo-bacteria, ya que en los ultimos afos se ha
determinado de manera importante la diversidad de metabolitos secundarios que es-
tan codificados en los genomas del género Xenorhadus, esto debido a su potencial

biotecnoldgico (actividad insecticida y antibiotica).

Las péptido sintetasas no ribosomales, complejos multienzimaticos, producen la ma-
yoria de los metabolitos secundarios presentes en el género Xenorhabdus, por ello se
realizo un analisis con la plataforma antiSMASH, para determinar el potencial metab6-

lico que tiene la cepa Xenorhabdus nematophila SC 0516.

Se identificaron 12 grupos de genes biosintéticos presentes dentro del genoma de
Xenorhabdus nematophila SC 0516 que corresponden a NRPS. Dentro de los 12 gru-
pos de genes se encontraron algunos que mostraron similitud con BGC que ya habian
sido caracterizado experimentalmente como la nematofina, un compuesto con capa-
cidad antibacterial, sobre todo en cepas resistentes a algunos antibioticos, y actividad
antifngica contra el agente causal del tizon foliar del maiz. También se encontré un
grupo de genes que posiblemente codifican para una xenocoumacina, la cual ha mos-
trado tener una amplia actividad antimicrobiana y antifingica, ademas se ha probado
gue tienen un papel importante en la patogénesis de X. nematophila. Ademas, se de-
tectdé un grupo de genes posiblemente relacionados con la sintesis de la odilorhabdi-
na, un potente antibiético que interfiere con la sintesis de proteinas uniéndose a la
subunidad ribosomal pequeiia, sitio que no se ha explotado por los antibidticos actua-
les, desde el punto de vista de la biotecnologia es interesante haber identificado una
posible odilorhabdina o variante de la misma ya que es uno de los antibidticos mas

prometedores en los ultimos afos (Pantel et al., 2018; Witzky et al., 2019).



Es posible que los genes de Xenorhabdus nematophila SC 0516, que tienen similitud
con los BGC (ya caracterizados experimentalmente), tengan actividad similar. Esta ac-
tividad o actividades podrian estar relacionadas con el complejo nematodo-bacteria
en el cual se utilizan diferentes moléculas con diversas actividades: actividad bacte-
riana para proteger al cadaver del insecto de competidores, actividad de inhibicién del

sistema inmune del insecto presa, por mencionar algunas.

Para determinar los BGC que se conservan entre las especies del género Xenorhab-
dus, y que yan sido caracterizados experimentalmente. se utilizé el BIG-SCAPE para

hacer un analisis de redes basados en similitud de secuencia.

Los resultados de este analisis se identificaron 3 familias de BGC (Figura 8) que ya
habian sido caracterizados anteriormente (reportados en la base de datos MIBIG)
dentro del genoma de Xenorhabdus nematophila SC 0516, estas familias posiblemen-
te codifican para NRPS como: odilorhabdina o (Pantel et al., 2018; Racine, E.& Gual-
tie-ri, M., 2019), safracina (Velasco et al., 2005), livipeptina (Aguilar et al., 2020,
Chater et al., 2010) y aerobactina/putrebactina (Hirschmann et al., 2017).

Ademas de las familias y clUster de genes propuestos también seria interesante hacer
mas analisis sobre otros compuestos dentro de Xenorhabdus nematophila SCO05, co-
mo por ejemplo la tilivalina, se encontrdé un grupo de genes que presentan un porcen-
taje de identidad del 51% con una tilivalina en la Regién 1.17 del analisis hecho por
antiSMASH, este compuesto fue descrito en Klebsiella oxytoca y supuestamente esta
involucrado en la ruptura de la barrera epitelial (Altenhoff et al.,2015), de manera simi-
lar puede estar involucrado en la alteracion de la barrera epitelial del intestino del in-
secto, lo que proporcionaria un mecanismo de entrada al hemocele para el nematodo
durante el proceso de infeccion. Cabe resaltar que la tilivalina ya ha sido descrita en

otras especies de Xenorhabdus, pero no en X. nematophila (Tobias et al., 2017).



De la misma manera, se realiz6 un analisis pangenémico de Xenorhabdus para
obetener informacion del pangenoma (todas las familias de genes presentes en un
determinado grupo de organismos) e identificar si las NRPS forman parte del genoma
nacleo (genes que estan presentes en todos los organismos incluidos en el analisis) o
en el genoma nube (genes presentes so6lo en algunos organismos). Los resultados del
analisis mostraron que el tamafio del pangenoma es de 13, 667 genes, esto con el
consenso de dos algoritmos (COG y OMCL) y un genoma nucleo de 507 genes,
usando tres algoritmos (BDBH, MOCL y COG) (Figuras 10y 11).

Por otra parte se trazaron los modelos exponenciales de Tettelin et al., 2008, en los
estimados del pangenoma, y de acuerdo a dicho modelo el pangenoma de las cepas
analizadas es un pangenoma abierto, es decir que a medida que se agregan mas
genomas al analisis la cantidad de genes nuevos sigue aumentando (Figura 11). Algo
interesante de estos resultados es que los pangenomas abiertos se suelen relacionar
con organismos de vida libre, porque requieren un amplio repertorio de genes debido
a las condiciones tan variables en las que se desarrollan, y como se ha observado las
bacterias del género Xenorhabdus no se han encontrado en vida libre en el suelo o en

el agua.

Dentro del genoma cloud se identificaron 12 genes correspondientes a NRPS, en el
genoma shell 5 y tanto en el genoma core como en el soft core no se identificé ningan
gen correspondiente a NRPS. En este sentido el genoma core/nucleo corresponde a
genes que podriamos considerar esenciales para la supervivencia de estos
organismos y el genoma cloud/nube es el repertorio de genes que les facilitan
colonizar nuevos nichos. Por lo que debido a que las NRPS forman parte del genoma
nube, se podria decir que no son esenciales para la supervivencia de la bacteria, sin
embargo, es probable que tengan un papel importante y confieran ventajas para

establecerse en un determinado nicho.



8. Conclusiones

La bacteria Xenorhabdus nematophila SC 0516 tiene un potencial importante
para la produccion de metabolitos secundarios, en especial para las péptido sin-
tetasas no ribosomales.

El andlisis tanto con antiSMASH como con BIG-SCAPE nos mostro la presencia
de diferentes tipos de NRPSs en Xenorhabdus nematophila SC0516, pero las
gue se eligieron para futuros analisis fueron las presentes en las familias
FAM_ 00541, FAM_00475 Y FAM_00537, como potencialmente importantes en
el ciclo nematodo-bacteria y por su posible importancia biotecnoldgica.

Los resultados del analisis pangenémico mostraron que las NRPS de las cepas
de Xenorhabdus que fueron analizadas, forman parte del genoma accesorio en
donde, normalmente, encontramos genes que confieren ventajas bajo presion
de seleccién, por lo que probablemente tengan un papel importante para el es-
tablecimiento en un determinado nicho.

Este tipo de analisis son importantes y necesarios para comprender la ecologia
guimica tan diversa de estos organismos Yy ello puede conducir al descubrimien-
to de otros compuestos importantes con aplicaciones en la agricultura o la me-

dicina, como se ha sugerido en otros estudios.

9. Perspectivas

Generar mutantes de los BGC propuestos en Xenorhabdus nematophila SC
0516 para determinar la importancia que tienen en la relacién simbidtica nema-
todo-bacteria.

Comprobar si hay una diferencia entre la cepa SC 0516 y la mutada con re-

specto a la virulencia en el modelo de Galleria mellonella.
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11. Anexo

11.1 Material suplementario

Tabla 4. Lista de organismos empleados en el estudio para establecer el potencial biosintético de Xe-

norhabdus nematophila SC 0516

Organismo

Agrobacterium tumefaciens
Agrobacterium radiobacter K84

Streptomyces alboflavus
Streptomyces albireticuli MDJK11
Streptomyces scabrisporus DSM
Streptomyces scabrisporus NF3
Stenotrophomona maltophila R551-3
Microvirga sp

Streptomyces coelicolor
Streptomyces chartreusis
Streptomyces tsukubensis
Streptomyces lividans 1326
Streptomyces cavourensis
Streptomyces albulus CCRC 11814
Xenorhabdus japonica
Xenorhabdus budapestensis
Xenorhabdus cabanillasii
Xenorhabdus doucetiae
Xenorhabdus nematophila SC0516
Xenorhabdus viethamensis
Xenorhabdus mauleonii
Xenorhabdus hominickii
Xenorhabdus kozodoii
Xenorhabdus poinarii G6

Xenorhabdus szentirmaii DSM 16338

Estilo de vida

Simbionte de plantas
Simbionte de plantas

Simbionte de plantas
Simbionte de plantas
Endéfito

Endéfito

Endéfito

Endéfito

Vida libre/suelo

Vida libre/suelo

Vida libre/suelo

Vida libre/suelo

Vida libre/suelo

Vida libre/suelo
Simbionte de nematodos
Simbionte de nematodos
Simbionte de neméatodos
Simbionte de neméatodos
Simbionte de neméatodos
Simbionte de neméatodos
Simbionte de nematodos
Simbionte de nematodos
Simbionte de neméatodos
Simbionte de neméatodos

Simbionte de nemétodos

Organismo
Xenorhabdus bovienii CS03

Xenorhabdus beddingii 4764

Photorhabdus thracensis
Photorhabdus khanii
Photorhabdus australis DSM 17609
Photorhabdus luminescens laumondii
Photorhabdus heterorhabditis
Pseudomona aeruginosa
Alcaligenes faecaelis MOR02
Chromobacterium subtsugae
Pseudomonas entomophila
Brevibacillus laterosporus
Salmonella enterica Typhi LT2
Klebsiella pneumoniae HS11286
Klebsiella aerogenes

Yersinia pestis A1122
Photorhabdus asymbiotica

Serratia marcescens
Pectobacterium atrosepticum
Regiella insecticola

Streptomyces abyssalis 10390
Streptomyces abyssalis 10389
Streptomyces nanshensis 10429
Streptomyces nanshensis M10372

Streptomyces oceani

Estilo de vida

Simbionte de neméatodos
Simbionte de neméatodos

Simbionte de neméatodos
Simbionte de neméatodos
Simbionte de neméatodos
Simbionte de neméatodos
Simbionte de neméatodos
Simbionte de neméatodos
Simbionte de nemétodos
Patégeno de insecto
Patégeno de insecto
Patégeno de insecto
Patégeno de humanos
Patégeno de humanos
Patégeno de humanos
Patégeno de humanos
Patégeno de humanos
Patégeno de humanos
Patégeno de plantas
Simbionte de insectos
Marino

Marino

Marino

Marino

Marino




Figura 13. Andlisis de 3 regiones promotoras de Xenorhabdus nematophila SC0516 con la her-
ramienta informatica BPROM.

a)

> test sequence
Length of sequence- 250
Threshold for promoters - 0.20
Number of predicted promoters - 1
Promoter Pos: 227 LDF- 5.82
-10 box at pos. 212 agctaaaat Score 76
-35 box at pos. 191 atgact Score 31

Oligonucleotides from known TF binding sites:

For promoter at 227:
metJ: GCTRABAT at position 213 Score - 7
ihf: AARTARAR at position 217 Score - 13

b)

> test sequence

Length of sequence- 150

Threshold for promoters - 0.20

Number of predicted promoters - 1
Promoter Pos: 167 LDF- 5.82

-10 box at pos. 152 atcaataat Score 40
-35 box at pos. 134 ttgaaa Score &0

Oligonucleotides from known TF binding sites:

For promoter' at 167:
fnr: ATCAATAR at position 152 Scors - 5
arch: RARTARRARR at position 158 Score - 12
purR: ATARARRRG at position 159 score - .. 11
cpxR: RAARAGE at position 160 Score - 9
hipB: CCTTTTTA at position 172 Scors - 11
c)
> test sequence
Length of sequence- 180
Threshold for promoters - 0.20
Number of predicted promotsrs - 1
Bromoter Pos: 167 LDF- 5.82
-10 box at pos. 152 atcaataat Score 40
—-35 box at pos. 134 ttgaaa Score &0

Oligonucleotides from known TF binding sites:

For promoter at 167:
fnr: ATCRATAR at position 152 Scors - 5
arch: RATRARRR at position 158 Score - 12
purR: ATARARAG at position 159 Scors - 11
cpxR: TARRARGE at position 160 Scors - g
hipB: CCTTTTTA at position 172 Scors - 11



