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Resumen

Xylella fastidiosa es una bacteria patogena de plantas que afecta a cientos de especies vegetales
con un alto impacto comercial. La bacteria infecta el xilema de la planta donde forma
biopeliculas que no permiten el paso de nutrientes y agua, esto produce una gran afeccion como
el marchitamiento de las hojas y reduccion en la produccion de frutos. La bacteria expresa una
gran cantidad de factores de virulencia como enzimas y toxinas que le facilitan su infeccion en
la planta huésped. En este trabajo se analiza la contribucion de los elementos genéticos moviles
en la evolucidon y patogenicidad de la bacteria. Para esto se recopilaron 94 genomas de X.
fastidiosa de las tres principales subespecies. A través de herramientas computacionales se
identificaron secuencias pertenecientes a profagos y elementos transponibles con posible
participacion en la formacién de transposones compuestos. Los resultados muestran una gran
abundancia y diversidad de profagos, los andlisis filogenéticos sugieren que en una escala
evolutiva fueron adquiridos recientemente. Ademas, la evidencia indica que desempefan un
papel importante en la patogenicidad de la bacteria al proveer de genes de virulencia. Por otro
lado, se obtuvo una abundancia limitada de secuencias de insercion y transposones. El analisis
destaca la presencia de la familia IS200/605 en mayor proporcion, ademas de otros elementos
importantes como Tn3 e [S6. La distribucion de los elementos transponibles con potencial para
formar un transposén compuesto se pudo evidenciar inicamente en las cepas CFBP8073, RH1
y BBO08-1, sin embargo, no hay evidencia concluyente de la presencia de transposones
compuestos en los genomas bacterianos analizados. Este estudio da a conocer la contribucion
de EGM a la evolucion y patogénesis de X. fastidiosa, principalmente con el andlisis de
profagos. Estos elementos podrian continuar movilizandose y generar nuevas cepas con nuevos

hospederos y capacidades patogénicas diferentes.

Palabras Clave: Elementos Genéticos Moviles, Patogenicidad, Evolucion Genodmica,

Transferencia Horizontal de Genes, Anélisis Filogenético.



Abstract

Xylella fastidiosa is a plant pathogenic bacterium that affects hundreds of plant species with a
high commercial impact. The bacteria infect the xylem of the plant where it forms biofilms that
do not allow the passage of nutrients and water, this produces a major condition such as wilting
of the leaves and reduction in fruit production. The bacterium expresses a large number of
virulence factors such as enzymes and toxins that facilitate its infection in the host plant. In this
work, the contribution of mobile genetic elements in the evolution and pathogenicity of the
bacteria is analyzed. For this, 94 X. fastidiosa genomes from the three main subspecies were
compiled. Through computational tools, sequences belonging to prophages and transposable
elements with possible participation in the formation of compound transposons were identified.
The results show a great abundance and diversity of prophages, phylogenetic analyzes suggest
that on an evolutionary scale they were acquired recently. Furthermore, evidence indicates that
they play an important role in the pathogenicity of the bacteria by providing virulence genes.
On the other hand, a limited abundance of insertion sequences and transposons was obtained.
The analysis highlights the presence of the IS200/605 family in greater proportion, in addition
to other important elements such as Tn3 and IS6. The distribution of transposable elements
with the potential to form a compound transposon could be evidenced only in strains
CFBP8073, RH1 and BBO0S8-1; however, there is no conclusive evidence of the presence of
compound transposons in the bacterial genomes analyzed. This study reveals the contribution
of EGM to the evolution and pathogenesis of X. fastidiosa, mainly with the analysis of
prophages. These elements could continue to mobilize and generate new strains with new hosts

and different pathogenic capacities.

Key Words: Mobile Genetic Elements, Pathogenicity, Genomic Evolution, Horizontal Gene

Transfer, Phylogenetic Analysis.



TABLA DE CONTENIDOS

LISTA DE FIGURAS i
LISTA DE TABLAS i
ABREBIATURAS iii
1. INTRODUCCION 1
1.1.  PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 2
1.2.  OBIJETIVOS 3
1.2.1. Objetivo general 3
1.2.2. Objetivos especificos 3
2. REVISION DE LA LITERATURA 4
2.1.  Xylella fastidiosa 4
2.1.1.  Principales enfermedades y efectos de Xylella fastidiosa 6
2.1.2.  Factores de patogenicidad de Xylella fastidiosa 7

2.2.  Transferencia Horizontal de Genes (THG) y Recombinacion Homoéloga (RH) en Xylella

fastidiosa 10
2.3.  Elementos genéticos moviles (EGM) 11
2.3.1.  Profagos 12
2.3.2. Transposones Compuestos 15

2.4.  Programas para la identificacion de Profagos y Transposones Compuestos 18

24.1. PHASTER 18
2.4.2. TnCentral 19

3. METODOS 20
3.1.  Recopilacion de secuencias de Xylella fastidiosa 20
3.2.  Analisis filogenético 20
3.3.  Identificacion y filtrado de secuencias de profagos 20
3.4.  Caracterizacion Taxonomica de Profagos 21
3.5.  Analisis funcional de genes en profagos y asociacion con patogenicidad 21

3.7.  Identificacion de secuencias de Transposones Compuestos 23



4. RESULTADOS 24

4.1.  Caracteristicas de los genomas de X. fastidiosa obtenidos 24
4.2.  Filogenia de X. fastidiosa 24
4.3. Diversidad y distribucion de profagos presentes en genomas de X. fastidiosa 25
4.4. Clasificacion taxonomica de los profagos intactos 26
4.5.  Asociacion con patogenicidad y funcionalidad de genes en profagos 30
4.7.  Transposones compuestos detectados en genomas de Xylella fastidiosa 33
5. DISCUSION 41
6. CONCLUSION 48
7.  REFERENCIAS 49

8. ANEXOS 64



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Microscopia electronica de barrido de la estructura celular bacteriana de Xylella

JASTIAIOSA oo bbb 4
Figura 2. Ciclo de vida de Xylella fastidioSa. .............ccccocoviiiiiiiiiiiiiiii i 6
Figura 3. Principales cultivos afectados por Xylella fastidiosa. ...............cccccoeviviiiiiniiiiiinnnnne, 7
Figura 4. Ciclo de vida de 10s bacteriofagos. .......ccvviiiiiiiiiiiiiii e 13
Figura 5. Formas de integracion y estructura de profagos en genomas bacterianos. ............. 15
Figura 6. Estructura de 10s transpoSONes COMPUESTOS. ....ciuvviriurreriiieiririeiiiieesinesssieeessseeesseeens 16
Figura 7. Transposicion por COINtEZIAAOS. ......ccuiivrrieiiiieiiesie et 17

Figura 8. Comparacion entre arboles filogenéticos del genoma central de diferentes cepas de

XPLElla fASTIAIOSA. ...t 25

Figura 9. Asociacion entre el tamafio del genoma de Xylella fastidiosa y el nimero de profagos

T 10171110 1o J AT 26

Figura 10. Arbol protedmico viral con secuencias de referencia y profagos de Xylella

Jastidiosa reconstruido en VIPIIEE. ........ccvviiiiiiiiiiiiiici s 27

Figura 11. Distribucion y abundancia relativa de familias virales en genomas de las tres

subespecies de Xylella fastidioSa. ... 28
Figura 12. Analisis filogenético de profagos. .........cccovviiiiiiiieic i 29

Figura 13. Frecuencia de las proteinas analizadas por ortologia KEGG de genes incorporados

en las secuencias de las tres subespecies de Xylella fastidiosa.................cccooociiviiiiiiininnnnn, 30

Figura 14. Elementos Transponibles identificados en genomas de Xylella fastidiosa. .......... 38



LISTA DE TABLAS

Tabla 1. Factores de patogenicidad de Xylella fastidiosa. ...............cccoccuviiiiniiniiiniciiiicin, 8

Tabla 2. Factores de patogenicidad pertenecientes al SST-II presentes en Xylella fastidiosa.

Tabla 3. Prediccion de proteinas (KEGG Orthology) en profagos involucradas en la virulencia

y sistemas de defensa de la bacteria huésped..........cccovviiiiiiiiiiiii 31

Tabla 5. Elementos transponibles confirmados y nimero de copias en los genomas de Xylella

JASTIATOSA oottt ettt ettt e b e bt et e ae et e e be e e be e saeeenees 35

Tabla 6. Analisis de secuencias flanqueadas por IS de la misma familia en cepas de Xylella

JOASTIATOSA ...ttt b ettt et et e et nne e nns 40
Tabla S1. Caracteristicas generales de los genomas utilizados de Xylella fastidiosa............. 64

Tabla S2. Andlisis de distancias entre secuencias IS completas en genomas de Xylella

JOASTIATOSA ...ttt b ettt e et et e 66



ABREBIATURAS

EGM
THG

SST

IS

ICE

IME
CIME
CDS
PHASTER
TnComp_finder
NCBI
BLAST

TA

Zot
ADNbc
ADNsc

Elementos Genéticos Moéviles
Transferencia Horizontal de Genes

tipos de sistemas de secrecion
Secuencias de Insercion

Elementos Integrativos y Conjugativos
Elementos Integrativos y Movilizables
Elementos Cis-Movilizables

Secuencias Codificantes

PHAge Search Tool — Enhanced Release
Composite Transposon Finder

National Center for Biotechnology Information
Basic Local Alignment Search Tool
Toxina-Antitoxina

Toxina Zonula occludens

ADN de doble cadena

ADN de cadena simple



1. INTRODUCCION

Los elementos genéticos moviles (EGM) son secuencias gendmicas que contribuyen con la
evolucion y variabilidad genética de los organismos. Estos elementos tienen la capacidad de
desplazarse y alterar el genoma de un organismo huésped, esto puede contribuir de forma
benéfica en la supervivencia de las poblaciones bacterianas (Vale et al., 2022). Los genomas
procariotas poseen altas tasas de perdida y ganancia de genes, en donde los EGM son uno de
los principales contribuyentes ya que pueden transportar genes diferentes acoplados a los
esenciales para su replicacion (Hall et al.,, 2022; Rankin et al., 2011). Estos genes con
frecuencia proporcionan ventajas significativas a los organismos en términos de patogenicidad

(Weisberg et al., 2023) y adaptabilidad a ambientes adversos (Khedkar et al., 2022).

Existe una gran diversidad de EGM, entre los méas comunes se encuentran: profagos,
transposones, plasmidos, secuencias de insercion (IS), elementos integrativos y conjugativos
(ICE), entre otros (Jackson et al., 2011). Las bacterias patdogenas poseen varios genes
responsables de su interaccion y virulencia que estdn asociados con la dindmica de los EGM
(Rajabal et al., 2023). Por lo tanto, son un recurso clave en el mejoramiento infectivo de las
bacterias para establecerse en nuevos hospederos y generar nuevas capacidades patogénicas
(Vale et al., 2022; Weisberg et al., 2023). Las bacterias patégenas vegetales presentan una
dindmica de asociacion con el huésped compleja donde también influyen EGM. Por lo tanto,
comprender el rol de estos elementos en una especie bacteriana es esencial para abordar

estrategias efectivas de control y prevencion contra organismos perjudiciales.

Xylella fastidiosa es una importante bacteria patdgena que afecta a una gran diversidad de
plantas a nivel mundial, provoca un gran numero de enfermedades que ocasionan perdidas
considerables en el rendimiento de los cultivos de importancia econdomica (Anguita-Maeso et
al., 2022; Castro et al., 2021). Entre las afecciones mas importantes causadas por la bacteria se
encuentran: la enfermedad de Pierce en la vid (Giménez-Romero et al., 2022), clorosis
variegada de los citricos (Barbieri et al., 2023), la enfermedad de quemadura de hoja del
almendro (Marco-Noales et al., 2021) y el sindrome de deterioro rapido del olivo (Scortichini,
2022). La bacteria coloniza los vasos del xilema de la planta donde puede formar biopeliculas,
su alta propagacion entre plantas se debe principalmente a insectos hemipteros que se alimentan
de la savia del xilema de plantas infectadas alojando la bacteria en su sistema bucal (Castro et

al., 2021).



Se han identificado una amplia gama de factores de virulencia y patogenicidad en X. fastidiosa,
los cuales le permiten a la bateria evadir las defensas del huésped y establecerse eficazmente
en el xilema de la planta (Rapicavoli et al., 2018; Sertedakis et al., 2022). La asociacion de los
EGM con la presencia y adquisicion de factores de virulencia en esta bacteria no ha sido
explorada por completo. En este trabajo se desarrolld un analisis de dos tipos de EGM muy
importantes: profagos y elementos transponibles (especificamente transposones compuestos).
El objetivo del estudio se centrd en determinar la asociacion y contribucion de los dos tipos de

EGM con la patogenicidad de X. fastidiosa.
1.1.PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Xylella fastidiosa es una bacteria polifaga (amplio rango de hospederos) originaria del
continente americano. Desde el 2013 cuando se la detecto por primera vez en Europa, el rango
de hospederos increment6 sustancialmente (Greco et al., 2023). En 2023 se reportd que esta
bacteria afecta a 696 especies de plantas pertenecientes a 88 familias diferentes (EFSA et al.,
2023). La répida propagacion de la bacteria es debido en gran medida a que cualquier insecto
que se alimenta del xilema de la planta la puede transmitir. Hasta la fecha, se han reconocido
aproximadamente 120 especies de insectos como vectores potenciales (Loureiro et al., 2023).
El comercio de material vegetal infectado ademdas de su uso para plantaciones también

contribuye ampliamente con la propagacion de la bacteria (Loconsole et al., 2021).

La introduccion de X. fastidiosa en un nuevo entorno (Europa) ha provocado la aparicion de
nuevas asociaciones entre hospedero y patdogeno, esto ha potenciado el incremento de su
propagacion (Greco et al., 2023). En Ecuador los estudios epidemioldgicos de X. fastidiosa son
escasos, sin embargo, en Europa hay reportes que identifican la presencia de cepas en plantas
de café importado desde el pais (Giampetruzzi et al., 2017; Jacques et al., 2016). El impacto de
la bacteria en diferentes cultivos provoca pérdidas econdmicas importantes, al igual que el
control de la importacion de plantas infectadas causa problemas para los productores (Castro
et al., 2021; Schneider et al., 2021). Un ejemplo claro es con la industria viticola, donde se ha
reportado en California perdidas en cosechas de aproximadamente 104 millones de ddlares con
costos de 50 millones de dolares en estrategias de prevencion (Castro et al., 2021). En Italia se
ha estimado que dentro de los proximos 50 afios los efectos en plantas de olivo pueden llegar
a generar pérdidas de hasta 5.200 millones de euros (Schneider et al., 2020). En el mediterraneo

europeo las pérdidas estimadas son de aproximadamente 12.440 millones de dodlares, donde el



75,7% corresponde a aceitunas, el 5,7% a plantas de uvas, el 17,7% a citricos y el 0,9% a las

almendras (Cardone et al., 2022).

El incremento de la disponibilidad de datos genomicos gracias a la mayor accesibilidad y
eficacia de la secuenciacion, ha impulsado el desarrollo de herramientas bioinformaticas para
el analisis de diferentes tipos de elementos genéticos. Esto ha generado que una gran variedad
de estudios se centre en identificar diferentes tipos de secuencias, como los EGM, que poseen
un alto impacto en la estructura del genoma (Hall et al., 2022). Estos elementos pueden
transportar una gran diversidad de genes con la capacidad para codificar diferentes rasgos que
otorgan beneficios para el huésped bacteriano (Rankin et al., 2011). Por lo tanto, comprender
como actian estos elementos es fundamental para estudiar la dindmica de la evolucion de las
bacterias patogenas como X. fastidiosa. Ademas, identificar la distribucion y adquisicion de
factores genéticos de patogenicidad en X. fastidiosa permite obtener y mejorar estrategias de

prevencion, diagnéstico y tratamiento.

1.2.0BJETIVOS
1.2.1. Objetivo general

Analizar el impacto de los profagos y elementos transponibles (transposones compuestos) en

la evolucion y patogenicidad de la bacteria Xylella fastidiosa.
1.2.2. Objetivos especificos

e Obtener datos gendmicos de diferentes cepas pertenecientes a la bacteria Xylella
fastidiosa a través de una base de datos biologica.

e Identificar mediante programas bioinformaticos las secuencias pertenecientes a
profagos y transposones compuestos en los genomas de Xylella fastidiosa.

e Desarrollar un andlisis del contexto genomico de las secuencias de profagos y
transposones compuestos.

e Interpretar la contribucion de los profagos y transposones compuestos en la evolucion

y patogenicidad de las diferentes cepas de Xylella fastidiosa.



2. REVISION DE LA LITERATURA
2.1.Xylella fastidiosa

X. fastidiosa es una bacteria Gram negativa que pertenece a la familia Xanthomonadaceae
(Figura 1), es considerada un patégeno vegetal emergente que causa enfermedades en diversas
especies de plantas (Loconsole et al., 2021). La bacteria exhibe una amplia diversidad genética
que estd dividida en seis subespecies: fastidiosa, multiplex, pauca, sandyi, tashke y morus
(Denancé et al., 2019). Esta clasificacion esta basada en sus relaciones genéticas y el rango de
hospederos. En la actualidad se reconoce que fastidiosa, pauca y multiplex son las subespecies
principales (Anguita-Maeso et al., 2022; Morelli et al., 2021). Existe una amplia diversidad de
cepas de X. fastidiosa identificadas, los factores clave que han impulsado los procesos
evolutivos, la adaptacion a nuevos hospederos y la aparicion de nuevas especies son la
transferencia horizontal de genes (THG) y la recombinacion genética (Denancé et al., 2019;

Nunney et al., 2014).

Figura 1. Microscopia electronica de barrido de la estructura celular bacteriana de Xylella fastidiosa

(Nascimento et al., 2016). Imagen adaptada del estudio de Nascimento et al., 2016.

X. fastidiosa puede establecerse y colonizar dos entornos principales (Figura 2): los conductos
del xilema en diversas plantas hospederas donde ejerce sus efectos patdogenos y piezas bucales
de los insectos que se alimentan de la savia del xilema (Almeida & Nunney, 2015). Estos
insectos actuan generalmente como vectores de transmision de la bacteria de una planta a otra.
Pertenecen al género Hemiptera, principalmente a las superfamilias Cicadoidea y Cercopoidea
(familias: Cercopidae, Cicadidae, Clastopteridae, Cicadellidae y Aphrophoridae)
(Giampetruzzi et al., 2017; Godefroid et al., 2019; Loureiro et al., 2023). Es importante destacar
que no se sabe de mecanismos especificos de reconocimiento del vector por X. fastidiosa, por
lo tanto, cualquier insecto que se alimente del xilema tiene el potencial de transmitir la bacteria

en dependencia de diferentes factores en cuanto a eficiencia (Cavalieri et al., 2019).
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Los insectos utilizan sus piezas bucales para acceder a la savia de la planta. En este momento,
X. fastidiosa se adhiere y luego se prolifera en el aparato bucal (Loureiro et al., 2023). Se ha
observado que la bacteria utiliza la cuticula externa (quitina) del vector como fuente de carbono
al disolverlo con sustancias enzimaticas conocidas como quitinasas (Killiny et al., 2010).
Dentro del insecto la bacteria no presenta estadios de desarrollo o periodos de latencia, por lo
tanto, puede transmitirse constantemente (Morelli et al., 2021). El vector colonizado por la
bacteria posteriormente puede alimentarse de una planta huésped no infectada generando un
proceso de inoculacion, un tiempo mayor de alimentacion aumenta la probabilidad de que el

insecto alcance el xilema de la planta (Almeida & Nunney, 2015).

Uno de los factores de virulencia esencial para la propagacion y transmision de X. fastidiosa
es la formacion de biopeliculas tanto en los vasos del xilema de la planta como en las piezas
bucales de los insectos vectores (Castro et al., 2023). Las células bacterianas se adhieren a la
superficie de plantas e insectos a través de adhesinas fimbriales y afimbrias de la superficie
celular, la alta densidad de células bacterianas promueve el estado adhesivo y la formacion de
biopeliculas (Killiny & Almeida, 2014). Las poblaciones bacterianas deben encontrarse en dos
estados fenotipicos (no adherentes y adherentes) de forma que puedan movilizarse para que se
produzca un alcance sistémico del tejido del xilema y que las otras poblaciones bacterianas

sean susceptibles a la adquisicion por los insectos vectores (Newman et al., 2003).

En insectos se ha identificado que la presencia de quitina induce cambios en la regulacion
genética de la bacteria, lo que promueve la formacion de biopeliculas (Killiny et al., 2010). La
inoculacion de X. fastidiosa en plantas induce la multiplicacion e infeccion sistémica de los
conductos del xilema, el aumento de la densidad celular promueve la capacidad de adherirse a
los tejidos del huésped y asociarse en biopeliculas (Castro et al., 2023). Esto genera el efecto
patogénico de la bacteria debido a la acumulacion de células produciendo la obstruccion de los
conductos del xilema, las principales consecuencias son la induccion de estrés hidrico y la
reduccion del suministro de nutrientes a toda la planta (Barbieri et al., 2023; de la Fuente et al.,
2013). Los sintomas son variables en dependencia del cultivo, sin embargo, los mds comunes
se manifiestan en forma de quemaduras y necrosis marginales de las hojas, clorosis y tamafio

reducido de los frutos (de la Fuente et al., 2013).



Ciclo de vida de
Xylella fastidiosa

Paned
calular

Figura 2. Ciclo de vida de Xylella fastidiosa. a) La bacteria se adhiere y prolifera en el aparato bucal
de un insecto que se alimenta del xilema de una planta enferma. b) El insecto portador, al alimentarse
puede llegar a plantas hospederas sanas y liberar la bacteria. ¢) X. fastidiosa libera factores de virulencia
y forma biopeliculas que pueden bloquear el paso de nutrientes y agua en los vasos del xilema. d) La
limitaciéon de los elementos requeridos por la planta genera sintomas que pueden observarse

principalmente en las hojas de la planta en forma de quemaduras. Creado con BioRender.com
2.1.1. Principales enfermedades y efectos de Xylella fastidiosa

Un gran nimero de especies de plantas son susceptibles a las infecciones por X. fastidiosa, no
obstante, hay que tomar en cuenta que no todas padecen infecciones a largo plazo y se vuelven
sintomadticas (Almeida & Nunney, 2015). Entre los cultivos econdmicamente més importantes
que resultan afectados por la bacteria, se encuentran: la uva, el olivo, los citricos, el café, las
almendras y el melocoton (Castro et al., 2023). La introduccion de X. fastidiosa a un nuevo
entorno ha provocado la propagacion de enfermedades conocidas en nuevos territorios y el
surgimiento de nuevas enfermedades que involucran nuevas plantas huésped (Almeida &
Nunney, 2015). Estas enfermedades producidas por X. fastidiosa continllan siendo un gran
problema para los productores de los distintos cultivos objetivo de la bacteria (Figura 3). Por
gjemplo, en los citricos genera la enfermedad conocida como “clorosis variegada de los
citricos” que produce una deformacion de los bordes y manchas clordticas en las hojas,

endurecimiento de frutos y muerte regresiva (Barbieri et al., 2023).



En olivos la bacteria genera una enfermedad conocida como el “sindrome de declive rapido del
olivo”, los sintomas comunes son la aparicion de lesiones de color amarillo y marrén en las
hojas, seguida de una perdida de las ramas y posterior mortalidad de los arboles (Giampetruzzi
etal.,2017). En las vides genera la “enfermedad de Pierce” que se caracteriza por la desecacion
de las bayas, baja produccion y retraso del crecimiento de los frutos, abscision anormal de los
peciolos, amarilleo de las hojas, desarrollo anormal del peridermo, marchitez y muerte
regresiva de las ramas (Rapicavoli et al., 2018). La enfermedad de la quemadura de la hoja del
almendro consiste en quemaduras marginales de las hojas y necrosis, los arboles afectados
muestran un color amarillo en toda la copa y una clara reduccion de la produccion de almendros
(Anguita-Maeso et al., 2022). Otra enfermedad importante es la “enfermedad del falso
melocotén” que se caracteriza por generar un tamano reducido de los frutos, hojas de color

verde mas oscuro, senescencia foliar retrasada y floracion prematura (Rapicavoli et al., 2018).

Figura 3. Principales cultivos afectados por Xylella fastidiosa. a) Vid (Vitis vinifera L.), enfermedad de
Pierce (Thorne et al., 2006). b) Almendros (Prunus dulcis), enfermedad de la quemadura de la hoja del
almendro (Marco-Noales et al., 2021). c¢) Olivo (Olea europea L.) sindrome de declive rapido del olivo
(Scortichini, 2022). d) Plantas citricas, clorosis variegada de los citricos (Coletta-Filho et al., 2020). ¢)
Café (Coffea arabica L.), planta de café afectada por la bacteria (Scortichini, 2022). f) Melocoton

(Prunus persica), enfermedad del falso melocoton (Johnson et al., 2021).
2.1.2. Factores de patogenicidad de Xylella fastidiosa

Se han identificado diversos factores de virulencia que desempeian un papel crucial en las
interacciones entre las plantas huésped y X. fastidiosa para potencialmente desencadenar su

patogenicidad (Rapicavoli et al., 2018; Sertedakis et al., 2022). La secrecion de varias de estas



proteinas estd influenciada por el estado de agregacion de la bacteria, es decir, en su forma
movil o en su forma asociada con otras células dentro de una biopelicula (Gouran et al., 2016).
Conjuntamente con estas proteinas se incluyen adhesinas fimbriales que forman parte de los
pilus tipo I y tipo IV, estas estructuras son importantes para fijar las células a la superficie en
el caso del pilus tipo I y contribuyen con la movilidad de las células en el caso del pilus tipo
IV (Cruzet al., 2012). X. fastidiosa se considera mas virulenta en su estado movil debido a que
expresa una serie de proteinas involucradas en la degradacion de la pared celular, colonizando
mas vasos del xilema y generando sintomas tempranos de la enfermedad (Gouran et al., 2016).
Incluso, se ha especulado que la bacteria se sesga a su estado adherente para reducir su
movimiento sistémico y asi evitar matar demasiado rdpido a la planta huésped (Castro et al.,

2023).

Varios de los factores de virulencia se secretan a través de diferentes tipos de sistemas de
secrecion (SST), en el genoma de X. fastidiosa se han detectado genes que codifican para cuatro
tipos: I, I, IV y V (Ingel et al., 2023; Rapicavoli et al., 2018). E1 SST-I est4 involucrado en la
supervivencia de la bacteria en la planta huésped y el SST-V expresa proteinas
autotransportadoras como la XatA que es relevante en la formacion de biopeliculas (de Souza
et al., 2020). El SST-II es el mas relevante en patogenicidad ya que codifica varias enzimas
extracelulares involucradas en la virulencia y adquisicién de nutrientes, se incluyen enzimas
que degradan la pared celular vegetal, por ejemplo: poligalacturonasas, celulasas, proteasas y
lipasas (Gouran et al., 2016; Nascimento et al., 2016; Roper et al., 2007). La presencia de los
diferentes SST en X. fastidiosa demuestra el conjunto activo de proteinas y metabolitos que
poseen una destacada relevancia en la patogenicidad del microorganismo y sus interacciones
con el huésped (de Souza et al., 2020). Varios factores de patogenicidad han sido bien
identificados y descritos en X. fastidiosa. En la Tabla 1 se exponen diferentes factores de
virulencia que han sido recopilados por el estudio de Rapicavoli et al., 2018. La importancia
de estos genes radica en que su identificacion puede promover el desarrollo de tratamientos o

sistemas de control contra la bacteria patogena.

Tabla 1. Factores de patogenicidad de Xylella fastidiosa.

Identificacion  Gen Descripcion
NCBI
PD0058 fimF Adhesina fimbrial: desarrollo de biopeliculas
PD0062 fimA  Adhesina fimbrial: desarrollo de biopeliculas
Adhesinas PD0731 xad4  Adhesina afimbrial: Union de superficie celular y
desarrollo de biopeliculas
PD0986 Proteina andloga a la hemaglutinina




PD1792 hxfB Hemaglutinina: agregacion celular

PD2118 hxfA  Hemaglutinina: agregacion celular

PD0233 rpfB  Sintesis del factor de sefializacion difusible,
Quorum sensing

Quorum sensing PD0279 cgsA  Di-GMP sintasa A ciclica: Quorum sensing

PD0406 rpfC  Quorum sensing

PD0407 rpfFF Quorum sensing

Sistemas de PD0732 xpsE  Sistema de secrecion tipo II: ATPasa
secrecion PD1964 tolC  Sistema de secrecion tipo I
, . PDO0814 wzy Sintesis de lipopolisacaridos
Sintesis de PR ST
polisacaridos PD1391 gumH Slrntes%s de exopohsace’lr%dos

PD139%4 gumD  Sintesis de exopolisacaridos

PD0956 prtA  Serina proteasa

PD1485 pglA  Poligalacturonasa: degradacion de la membrana en
fosas de los vasos del xilema.

PD1703 lesA/lip lipasa/esterasa

Enzimas A
hidroliticas PD1826 chi4  quitinasa
PD1851 engXC Endoglucanasa: degradacion de la membrana de
A2 las fosas en los vasos del xilema.
PD1856 engXC Endoglucanasa: degradacion de la membrana de
Al las fosas en los vasos del xilema.
Proteinas de PD0528 xat4A  Desarrollo de biopeliculas y agregacion celular.
membrana PD0843 tonBI  Transporte de hierro y vitamina B12.
Respuesta al estrés PD1380 cspl  Proteina de choque frio
Metabolismo PDI1311 Acil-coenzima A (acil-CoA) sintetasa
Toxinas PD0928 zot Supuesta toxina similar a Zot
PD0848 pillL  Pilus tipo IV: regula los movimientos
PD1099 dinJ/re  Sistema toxina-antitoxina, sistema regulador
IE

PD1100 YafQ  Sistema toxina-antitoxina

PD1284 algU  Factor sigma alternativo: genes relacionados con
la patogenicidad, genes de respuesta al estrés

PD1386 xhpT  Sistema regulador de dos componentes: genes
relacionados con la patogenicidad, sintesis de

Sistemas exopolisacérido.
. PD1671 Sistema regulador de dos componentes: genes
regulatorios . -
relacionados con la patogenicidad.

PD1678 phoQ  Sistema regulador de dos componentes: genes
relacionados con la patogenicidad, genes de
supervivencia.

PD1679 phoP  Sistema regulador de dos componentes: genes
relacionados con la patogenicidad, genes de
supervivencia.

PD1984 gacA  Sistema regulador de dos componentes: genes

relacionados con la patogenicidad.

Nota. Tabla obtenida de (Rapicavoli et al., 2018).

X. fastidiosa carece de un SST-III que es muy comun en otras bacterias fitopatogenas, este
sistema les permite administrar factores de virulencia desde la bacteria a su entorno o células
huésped (Scarpari et al., 2003). Aunque X. fastidiosa no posee este sistema, diferentes estudios

resaltan la importancia de genes que codifican enzimas propias del SST-II. Estas proteinas
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contribuyen con la migracioén y propagacion de la bacteria en los vasos del xilema al degradar
la membrana celular y permitir la supervivencia de la bacteria (Nascimento et al., 2016). En el
estudio de Ingel et al., se demostrd que el SST-II es indispensable para los procesos de infeccion
y patogenicidad de X. fastidiosa ya que las proteinas secretadas facilitan el paso de la bacteria
por las paredes celulares en los vasos del xilema (Ingel et al., 2023). En la Tabla 2 se recopilan
19 posibles efectores perteneciente al SST-II que se han identificado en genomas de X

fastidiosa por Sertedakis et al., 2022.

Tabla 2. Factores de patogenicidad pertenecientes al SST-II presentes en Xylella fastidiosa.

Identificacion NCBI Descripcion
PD 0956 Hidrolasa/serina proteasa/peptidasa
PD 0915 Toxina zonula occludens (Zot)
PD 1703 Hidrolasa/inhibidor de hidrolasa
D934 08750 Hidrolasa/esterasa (LipA)
D934 07885 Peptidasa/Hidrolasa/inhibidor de hidrolasa
D934 09300 Toxina zonula occludens (Zot)
D934 09265 Transferasa/inhibidor de transferasa
RA12 01530 Hidrolasa/esterasa (LipA)
RA12 05570 Hidrolasa/inhibidor de hidrolasa
D934 00810 Proteina de transporte
D934 05685 Proteina de membrana/ Proteina que contiene
repeticiones de hemaglutinina
D934 12725 Proteina de transporte
D934 08755 Hidrolasa/esterasa (LipA)
D934 12535 Lipasa/Hidrolasa/esterasa (LipA)
D934 12795 Adhesion celular/ Proteina que contiene
repeticiones de hemaglutinina
RA12 11155 Hidrolasa
RA12 11125 Proteina de membrana
RA12 03930 Oxidorreductasa
RA12_03905 Proteina que contiene el dominio N-terminal de

hemaglutinina filamentosa

Nota. Tabla obtenida de (Sertedakis et al., 2022)

2.2. Transferencia Horizontal de Genes (THG) y Recombinacion Homoéloga (RH) en
Xylella fastidiosa

Los genes en general se transmiten de forma vertical de la célula madre a la célula hija, sin
embargo, los organismos procariotas también tienen la capacidad de intercambiar genes
horizontalmente (Daubin & Sz6l16si, 2016). La THG puede ocurrir principalmente a través de
tres mecanismos bien identificados: la transformacion que implica la absorcion de ADN libre
(generalmente plasmidos) por el citoplasma, la conjugacion que depende de un contacto célula-
c€lula a través de un pili sexual y la transduccion que se produce por la transmision de ADN

gracias a un bacteriofago (Potnis et al., 2019; Rankin et al., 2011). Se ha demostrado que X.
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fastidiosa es naturalmente competente para la transformacion, por lo tanto, tiene la capacidad
inherente de incorporar y reorganizar ADN externo en su propio material genético a través de
RH (Kung & Almeida, 2011). Cabe destacar que en estudios como el de Firrao et al., han
identificado que una porcion significativa del genoma de X. fastidiosa fue adquirida a través

de TGH de bacterias lejanamente relacionada (Firrao et al., 2021).

La THG de elementos genéticos como profagos y plasmidos son factores cruciales que
impulsan el proceso evolutivo, patogenicidad y capacidad de la bacteria para explorar nuevos
entornos (Giampetruzzi et al., 2017). El proceso de THG conduce a la generacion de RH para
mediar el intercambio de material genético en donde pueden estar presentes genes de
resistencia y factores de virulencia (Kung & Almeida, 2011). Es importante destacar que se han
detectado altas tasas de RH en varias cepas de X. fastidiosa (Potnis et al., 2019). El transporte
de cantidades significativas de material genético se ve facilitado por la transferencia de
plasmidos a través de procesos conjugativos en comparacion con las otras formas de THG
como la transformacion natural (Burbank & Van Horn, 2017). En varias cepas de X. fastidiosa
se ha detectado la presencia de plasmidos conjugativos que son un mecanismo comun para el
intercambio de ADN (Rogers & Stenger, 2012). Los estudios concuerdan que la alta frecuencia
de THG y la alta RH de este patégeno han sido los principales factores para la aparicion de
nuevas enfermedades e infecciones de nuevos hospederos, lo que implica un riesgo en la

generacion de nuevas variantes de la bacteria (Burbank & Van Horn, 2017; Potnis et al., 2019).
2.3.Elementos genéticos moviles (EGM)

Los EGM ejercen un impacto significativo en la evolucion de las bacterias ya que pueden
desplazarse dentro y entre los genomas, estos elementos pueden alterar la composicion del
genoma, proporcionar nuevas funciones, originar nuevos linajes y alterar los estilos de vida de
los microorganismos (Weisberg & Chang, 2023). Los EGM pueden promover su propio
movimiento de dos formas principales: entre células bacterianas (EGM Intercelular) o dentro
de la mismas células bacterianas (EGM Intracelular), el segundo grupo no puede moverse entre
células a no ser que formen parte de la secuencia de un elemento del primer grupo (Johansson
et al., 2023; Siguier et al., 2014). Dentro de los EGM intercelulares se incluyen plasmidos y
bacteriéfagos; y en los EGM Intracelulares se encuentran transposones, secuencias de
Insercion, integrones e intrones (Siguier et al., 2014). Los elementos integrativos y

conjugativos; elementos integrativos y movilizables (IME) y elementos cis-movilizables
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(CIME); pueden movilizarse de forma intercelular gracias a la conjugacion con otros elementos

(Johansson et al., 2023).

Los EGM tienen la capacidad de portar genes que confieren diversas funciones a la célula
bacteriana, como: resistencia a antibidticos, vias metabolicas inusuales y factores de
patogenicidad. Estos genes se conservan debido a la utilidad que representan y a la contribucion
que generan en el mantenimiento de las poblaciones bacterianas (Guédon et al., 2017; Rajabal
et al., 2023). Por ejemplo, muchos estudios han informado ampliamente la presencia de
sistemas toxina-antitoxina (TA) en EGM. Estos genes proporcionan una ventaja adaptativa a la
bacteria ya que codifican una proteina toxica que afecta a la célula y una antitoxina que inhibe
o reduce su efecto para evitar matar al huésped (Guglielmini & Van Melderen, 2011; Peltier et
al., 2020). En X fastidiosa se ha observado que los EGM pueden representar una gran parte
del genoma bacteriano. De hecho, en el estudio de Uceda-Campos et al., observaron que la
presencia de EGM en 94 cepas de X. fastidiosa oscila entre el 3,8 y 27,76% de todo el genoma
(Uceda-Campos et al., 2022). La abundante extension de los EGM en genomas bacterianos es
uno de los principales contribuyentes de su evolucion, estos elementos generan variabilidad

natural permitiendo que nuevos rasgos persistan y se adapten a su entorno (Weisberg & Chang,

2023).
2.3.1. Profagos

Los bacteridfagos son virus que infectan y se replican dentro de un huésped bacteriano, son los
organismos mas abundantes del planeta y actian como un control biolégico de la biomasa
bacteriana (Giri, 2021; Ul Haq et al., 2012). Los fagos poseen una gran diversidad en cuanto a
morfologia y tamafio del genoma, existen fagos de ADN de doble cadena (ADNbc) que son los
mas abundantes, ADN monocatenario (ADNsc), ARN monocatenario (ARNsc) y ARN
bicatenario (ARNbc) (Zhu et al., 2022). La clasificacion de los bacteriéfagos sigue siendo un
desafio debido a la gran diversidad de especies que alcanza millones, actualmente no existe un
método ideal para clasificar fagos debido a la falta de marcadores genéticos conservados y la

rapida evolucion de los virus (Lopes et al., 2014).

El Comité Internacional sobre Taxonomia de Virus (CITV) se encarga de establecer la
clasificacion de los virus en base a la comparacion de varios rasgos como: caracteristicas
estructurales, rango de huéspedes, patogenicidad, similitud de secuencia y expresion génica de
proteinas virales (Lefkowitz et al., 2018). E1 CITV en 2022 actualizo el sistema de clasificacion

de fagos eliminando algunas familias importantes, se incluyen: Siphoviridae, Podoviridae y
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Mpyoviridae (Zhu et al., 2022). En la nueva version se incorporaron familias como:
Autographiviridae, Straboviridae, Herelleviridae y Drexlerviridae; esta clasificacion muestra
una mayor conservacion que la hace mas factible (Zhu et al., 2022). Sin embargo, debido a la
importancia de la antigua clasificacion algunos estudios (incluido este trabajo) aun las siguen
utilizando para identificar y clasificar secuencias de fagos. Siphoviridae, Podoviridae y
Myoviridae son virus de ADNbc que pertenecian al orden Caudovirales que corresponde el

96% de los bacteriofagos reportados (Giri, 2021).

Los bacteriofagos poseen dos principales ciclos de vida (Figura 4), el primero es el ciclo de
vida litico que ocurre cuando los fagos que infectan a una bacteria se multiplican y forman
nuevas particulas virales destruyendo a la bacteria para que las particulas sean liberadas (Ul
Hagq et al., 2012). El otro ciclo de vida es el lisogénico, ocurre cuando el virus que infecta a la
bacteria incorpora su material genético en el genoma de la bacteria de forma que se mantiene
replicandose en el huésped durante muchas generaciones (Giri, 2021). Por lo general, los fagos
lisogénicos al verse comprometidos debido a condiciones desfavorables para el huésped se
liberan del genoma e inducen un ciclo litico para escapar de la bacteria (Principi et al., 2019).
A la secuencia gendmica del fago que se incorpora en el genoma del huésped gracias a
recombinacion o transposicion se le denomina Profago (Ranveer et al., 2024; Ul Haq et al.,

2012).

Bacteriofago _"':_ - T

°
S - ~.
@ Lisis Bacteriana 5
Bacteria Huéspad . @ e
~ I
(=) l ™ —
= (b Ensamblaje T
de fagos
PROFAGO Factores f

"\\A T @ estresaniss

™ Induccion del
Replicacion \’;}\ profago

bacterina

Figura 4. Ciclo de vida de los bacteridéfagos. a) Ciclo lisogénico: el material genético del bacteridofago
se integra en el genoma bacteriano formando PROFAGOS. b) Ciclo litico: el bacteriofago infecta a la
bacteria y toma control inmediato de la maquinaria celular para producir el ensamblaje de nuevas

particulas virales que producen lisis y muerte celular. ¢) Los profagos pueden permanecer latentes
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durante periodos prolongados, sin embargo, pueden ocurrir mutaciones que los convierte en no
funcionales. d) Los profagos pueden activarse bajo ciertas condiciones, por ejemplo: factores de estrés,
especies reactivas de oxigeno (ROS), dafio celular, condiciones ambientales adversas, entre otras. Esto
impulsa a los profagos funcionales a pasar a un ciclo litico para generar mas particulas virales que

infecten nuevas células para conservar su supervivencia. Creado con BioRender.com

Los profagos son EGM que pueden constituir hasta un 20% del genoma de una bacteria
huésped, son uno de los mecanismos mas eficientes que las bacterias utilizan para obtener
material genético (Daubin & Sz6116si, 2016; Nepal et al., 2022). La perduracion del profago
en el genoma huésped puede deberse principalmente a que comparten una ventaja tanto para el
bacteridéfago como para la bacteria (Ramisetty & Sudhakari, 2019). Los profagos pueden cargar
en sus secuencias: genes de resistencia a antibidticos, proteasas de membrana, inhibidores de
la division celular y péptidos toxicos (Inglis et al., 2024). La contribucién més determinante de
los profagos en la evolucion de bacterias patdgenas es posiblemente la integracion de genes
que codifican para toxinas potentes (Fortier & Sekulovic, 2013). Por ejemplo, la toxina Shiga
en Escherichia coli, 1a toxina botulinica en Clostridium botulinum, la toxina Zonula occludens
(Zot) en Vibrio cholerae, entre otras (Liu et al., 2016; Nepal et al., 2022). La gran cantidad de
datos gendmicos disponibles brinda la oportunidad para identificar profagos, esto es de utilidad
ya que impulsan factores de aptitud, virulencia y evolucion de su huésped (Fortier & Sekulovic,

2013).

Los fagos utilizan varios mecanismos para integrarse en el genoma del huésped, estos se
pueden englobar en dos categorias principales: recombinacion en un sitio especifico e
integracion a través de transposicion (Ramisetty & Sudhakari, 2019). La recombinacion en un
sitio especifico es la mas estudiada, las regiones genomicas donde los fagos lisogénicos se
incorporan al genoma del huésped se denominan sitios de union (att) (Suzuki et al., 2020; Ziind
etal., 2021). La integracion del material genético (Figura 5) requiere la accidon de una integrasa,
esta actlia en los sitios de union de bacterias attB y de fagos attP, para generar la formacion de
sitios attL (izquierda) y attR (derecha) recombinantes (Rutherford et al., 2013). En cambio,
para que se produzca la induccion de un profago y pase a un ciclo litico se requiere de un
complejo excisas/integrasa (Ramisetty & Sudhakari, 2019). Para el caso de la integracion por
transposicion (Figura 5) se requiere la accion de una transposasa, por ejemplo, la integracion
del fago Mu en el genoma del huésped se realiza mediante la accioén de la transposasa MuA

que conduce a una duplicacion del sitio objetivo (Harshey, 2014).
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Figura 5. Formas de integracion y estructura de profagos en genomas bacterianos. a) Integracion por
recombinacidn especifica. Esta integracion se favorece gracias a la accion de una integrasa que cataliza
la unioén de los sitios attP y attB, esto genera como resultado sitios attL. y attR recombinantes. Cuando
se genera una activacion del profago y pasa a una fase litica, se requiere de la accion de un complejo
excisasa/integrasa b) Integracion basada en transposicion, se produce gracias a una transposasa que

moviliza la secuencia del fago a un sitio objetivo en el genoma del huésped. Creado con BioRender.com
2.3.2. Transposones Compuestos

Los elementos transponibles son secuencias gendmicas repetitivas importantes que pertenecen
al grupo de los EGM, alteran la composicion del genoma e influyen en los procesos evolutivos
tanto de organismos procaridticos como eucarioticos (Kumar, 2020). Los transposones en
general en base a su secuencia de nucleo6tidos, organizacion y propiedades pueden agruparse
en tres clases. El grupo de clase I estd conformado por transposones compuestos e IS, los de
clase II son aquellos que se transponen gracias a la formacion de cointegrados y de clase III
son los llamados transposones conjugativos (Phale et al., 2019). Existen transposones que no
solo poseen los genes necesarios para inducir su movimiento, sino también estan acoplados a
genes que pueden conferir resistencia. A estos transposones se los denominan complejos y son
muy importantes en varias bacterias, por ejemplo, en bacterias gram negativas se pueden
encontrar transposones complejos como: Tnl, Tn3, Tn21, Tn501, Tn1721 y Tn3926 (Sultan et
al., 2018). La familia de transposones Tn3 es una de las mas estudiadas y detectadas en
bacterias, estos transposones son muy importantes ya que tienen la capacidad de transferir

genes de resistencia entre diferentes bacterias (Nicolas et al., 2015).
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Los transposones compuestos (Figura 6) estan conformados principalmente por secuencias IS
flanqueantes en posicion inversa o directa y bordean genes que expresan diferentes
caracteristicas (Siguier et al., 2015; Wagner, 2006). Por ejemplo, estos genes pueden expresar
diferentes tipos de proteinas de secrecion, proteinas de resistencia, proteinas metabolicas o
proteinas de virulencia (Durrant et al., 2020). Algunos de los transposones compuestos
identificados con mayor frecuencia en bacterias gramnegativas son: Tn5, Tn9, Tn10, Tn903,
Tn1525 y Tn2350 (Sultan et al., 2018). El hecho de que se encuentren dos IS en un genoma no
significa que exista un transposon compuesto, de hecho, su presencia esta dada por dos factores
principales. Los dos IS flanqueantes deben estar estrechamente vinculados y tinicamente deben
estar separados por una pequeiia cantidad de genes, estos factores son necesarios, pero no
suficientes para que un transposon compuesto sea funcional (Wagner, 2006). La movilizacion
de la region de ADN rodeada por dos IS idénticos se produce gracias a una o las dos

transposasas presentes en cada IS (Sultan et al., 2018).
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Figura 6. Estructura de los transposones compuestos. a) Transposicion de IS independiente. Una
secuencia genomica puede estar flanqueada por dos IS relacionados, estos a su vez pueden movilizarse
independientemente utilizando sus ambos extremos de repeticiones invertidas (Triangulos). b)
Transposicion cooperativa. Requiere de ambos IS para transponer una secuencia como un todo, utiliza
las secuencias repetidas invertidas de los extremos exteriores de los dos IS para formar un transposon

compuesto que moviliza genes. Imagen adaptada de (Wagner, 2006). Creado con BioRender.com

Varias tipos de secuencias de insercion tienen la capacidad de formar transposones compuestos,
por ejemplo, se ha observado con frecuencia la movilizacion de genes de resistencia mediada
por transposones compuestos - IS26 flanqueantes en bacterias como Enterobacter cloacae

(Chen et al., 2015). Tn3 es un transposon unitario no compuesto, sin embargo, dentro de esta
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familia de transposones se encuentran varios que pueden vincularse a otros transposones
unitarios para formar un transposén compuesto (Razavi et al., 2020). La familia IS6 es muy
conocida por tener la capacidad de formar transposones pseudocompuestos (Figura 7) muy
similares a los compuestos, sin embargo, se forman a través de un mecanismo que involucra la
generacion de cointegrados (Udaondo et al., 2022). Elementos como 1S6/26, Tn3, 1S4/5 e IS1
son muy abundantes en patogenos y estdn fuertemente asociadas con diversos genes de
resistencia (Razavi et al., 2020). Hay evidencia de que los diferentes tipos de IS tienen el
potencial de formar transposones compuestos, siempre y cuando se encuentren dos IS idénticos
rodeando una region de ADN (Sultan et al., 2018).Estos elementos al integrarse en nuevas
ubicaciones dentro de un genoma o plasmido a través de procesos de transposicion pueden

generar deleciones, reorganizaciones y mutaciones cromosémicas (Kumar, 2020).
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Figura 7. Transposicion por cointegrados. a) Cointegracion de un IS unitario. El proceso inicia con la
escision de los extremos repetidos del IS para que puedan unirse al sitio objetivo. El sitio objetivo posee
una region que esta destinada a convertirse en una nueva repeticion flanqueante. La replicacion genera
dos copias de IS en repeticion directa generando un cointegrado con una duplicacion del sitio objetivo

(flechas celestes). Esta estructura luego por recombinacién homologa de los nuevos IS flanqueantes
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formados puede disolverse en un genoma diana similar que ahora porta una copia del IS que esta
flanqueado por la duplicacion del sitio objetivo dispuesto en repeticiones directas. b) Cointegracion por
un pseudotransposon compuesto de la familia 1S6. El genoma donador posee un gen funcional que
puede poseer una caracteristica especial, como se menciona anteriormente se produce una escision del
IS para dirigirse al sitio objetivo, esto se produce entre la repeticion flanqueante del IS y la secuencia
que flanquea el gen funcional. De esta forma se produce un cointegrado que posee una tercera copia del
IS, gracias a recombinacién homologa se regenera el genoma donador con una sola copia del IS. De
igual manera se transfiere el transposon al genoma objetivo conjuntamente con el gen funcional. c)
Pseudotransposon compuesto IS6. Los transposones compuestos IS6 se caracterizan por que los IS
flanqueantes siempre poseen repeticiones directas para que se pueda producir recombinacion y se

resuelva el cointegrado. Imagen adaptada de (Varani et al., 2021). Creado con BioRender.com
2.4.Programas para la identificacion de Profagos y Transposones Compuestos
2.4.1. PHASTER

PHASTER “PHAge Search Tool — Enhanced Release” es una herramienta bioinformatica
desarrollada para la eficiente identificacion y prediccion de profagos en genomas o plasmidos
de bacterias (Arndt et al., 2016). Este software es una actualizaciéon mejorada del servidor web
PHAST, se ha adaptado a las demandas computacionales actuales incorporando varias
caracteristicas nuevas. Presenta una ampliacion de nucleos de CPU de 32 a 112, cambios
algoritmicos para eficiencia, distribucion inteligente de busquedas en BLAST, reduccion de
redundancia en base de datos de secuencias utilizando CD-HIT, implementacion de un servidor
front-end como aplicacion Ruby on Rails para una interfaz de usuario moderna, permite
guardar resultados y predice los genes utilizando FragGeneScan (Arndt et al., 2018). Los
porcentajes de precision aumentaron del 79,4% (PHAST) al 85,0% en (PHASTER), de igual
manera el valor predictivo positivos de profagos mejoro del 86,5% (PHAST) al 87,3%
(PHASTER) (Wishart et al., 2023).

PHASTER acepta secuencias de ADN genomico preanotadas en formato GenBank y
secuencias gendmicas sin procesar en formato FASTA (Arndt et al., 2016). Una de las
limitaciones en la deteccion de profagos es la incertidumbre de la extension precisa de un
profago, esto debido a que en ocasiones se descubren genes de fagos potenciales mas alla de
los limites indicados por los sitios de union estimados (Arndt et al., 2018). Esto puede deberse
a varias razones, por ejemplo: puede haber varias regiones de profagos presentes, sitios de
union mal identificados, profagos superpuestos debido a que una region del profago intacto se

encuentra dentro de un antiguo profago degradado (Arndt et al., 2018; Evseev et al., 2023).
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PHASTER actualmente es la herramienta bioinformatica predilecta para la identificacion de
profagos ya que posee altos estandares como la rapidez, exactitud, precision, facilidad de
entender y visualizacion atractiva; PHASTER ha sido citado mas de 2400 veces (Evseev et al.,

2023; Wishart et al., 2023).
2.4.2. TnCentral

TnCentral es una plataforma web que esta enfocada en el estudio y recopilacion de datos sobre
elementos transponibles, se incluyen transposones e IS. TnCentral es una base de datos que
permite analizar el panorama de los elementos transponibles en genomas bacterianos, posee
una interfaz interactiva y facil de usar. Posee informacion de aproximadamente 400 elementos
transponibles en donde se incluyen transposones de las familias Tn554, Tn442, Tn7 y Tn3, y
otros transposones compuestos (Ross et al., 2021). Adicionalmente el sitio web proporciona
tres scripts de Linux descargables para la identificacion de transposones en secuencias
gendmicas. Los scripts son: Tn3 Transposon Finder (Tn3_finder), Composite Transposon
Finder (TnComp finder) (Alvarenga & Varani, 2019) que ayuda a la obtencion de
transposones compuestos y un buscador de IS asociado a genes de resistencia a antibidticos

(ISAbR_finder) (Ross et al., 2021).
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3. METODOS
3.1.Recopilacion de secuencias de Xylella fastidiosa

La seleccion de las secuencias gendomicas de Xylella fastidiosa para el desarrollo de los analisis
de este trabajo se baso en el estudio realizado por Uceda-Campos et al., 2022. De la base de
datos del NCBI se recopilaron 94 cepas pertenecientes a las tres subespecies principales
(fastidiosa, pauca y multiplex) tanto de genomas completos como en contigs (Anexo 1-Tabla
S1). Para evaluar la calidad de las secuencias gendmicas de cada cepa se utilizo la herramienta

CheckM (Parks et al., 2015).
3.2.Analisis filogenético

Para el analisis filogenético se utilizaron las secuencias de las cepas de X. fastidiosa antes
mencionadas. El software CoreCruncher (Harris et al., 2021) se utilizd para identificar el
conjunto de secuencias compartidas (genoma central) entre todos los genomas. A continuacion,
se desarroll6 un alineamiento multiple usando el servidor web MAFFT (Katoh et al., 2019) y
el algoritmo USEARCH para asignar secuencias a grupos (Edgar, 2010). En general, para la
identificacion de las proteinas centrales se utilizaron configuraciones predeterminas. La
construccion del arbol filogenético se genero utilizando 1Qtree 1.6.12 (Minh et al., 2020), el
método fue el de maxima verosimilitud (MV) configurando los parametros para 1000 fast
Bootstrap (UFBoot) seguido de la inferencia del arbol. El enfoque UFBoot proporcion6 una
estrategia de arranque para reducir la sobreestimacion de los soportes de ramas debido a
violaciones del modelo (Kulkarni et al., 2021). En ultima instancia, se utiliz6 el software
Phylo.IO (Robinson et al., 2016) para comparar el arbol filogenético obtenido y el arbol
reconstruido del trabajo de Uceda-Campos et al 2022, en donde utilizaron el mismo conjunto
de datos. Ademas, gracias a la informacion de la longitud de las ramas de los dos arboles se

calcul¢ la distancia Robinson-Foulds.
3.3.1dentificacion y filtrado de secuencias de profagos

Para identificar las secuencias de profagos dentro de los genomas de X. fastidiosa se utiliz6 la
herramienta web PHASTER (Arndt et al., 2016), sin modificar los parametros de entrada
predeterminados por el software. La informacion generada en PHASTER de las secuencias se
filtro6 en base a la integridad de los profagos, el software detectd tres categorias: intacto,
incompleto y cuestionable. Se evalud el porcentaje que ocupan estos elementos genéticos

asociados con profagos en los genomas de las 94 cepas. Luego se seleccionaron unicamente

20



los profagos que pertenecian a la categoria “intactos” para continuar con los andlisis
posteriores. Los profagos intactos poseen los componentes necesarios para ser funcionales,
cuentan con una longitud completa en la cual se encuentran secuencias codificantes (CDS). En
este trabajo se compard el numero de copias de profagos intactos en relacion con el tamafio de
los genomas de las cepas de las tres diferentes subespecies de X. fastidiosa. Se calcul6 la validez
estadistica de la comparacion por medio de la prueba de Kruskal-Wallis seguida de una prueba

post-hoc de Dunn y el método de Bonferroni para corregir los calculos.
3.4.Caracterizacion Taxonomica de Profagos

Para la identificacion del grupo taxonémico al cual pertenece cada profago se utilizé el servidor
web VIRFAM (Lopes et al., 2014), el cual detecta proteinas especificas en secuencias virales
para ser asignadas a una familia. Los profagos de ADNbc encontrados en los genomas
bacterianos fueron asignados taxondmicamente en base a la antigua y conocida clasificacion
por morfologia (Myoviridae, Siphoviridae y Podoviridae). En el caso de asignaciones de fagos
inseguras se utilizo el servidor web PhaBOX (Shang et al., 2023) y la base de datos de
secuencias de virus en el NCBI. La asignacion mas a fondo de profagos de ADNsc dudosas
correspondientes a la familia Inoviridae se realizd a través de BLASTp. Para esto se utilizd
como secuencia de referencia la proteina pl (proteina de morfogénesis conservada) derivada
de varios inovirus pertenecientes a bacterias del género Xanthomonas. La construccion de los
arboles filogenéticos para los fagos de ADNsc y ADNbc se la desarrollé mediante el servidor
VipTree v. 4.0 (Nishimura et al., 2017) que permite construir filogenia a escala de proteoma.
Adicionalmente, VipTree posee una base de datos de virus de diferentes familias, esto facilitd
confirmar la asociacion de varios de los profagos obtenidos con la familia Inoviridae. De igual
manera, para desarrollar una comparacion con el genoma de las cepas huésped se utilizo el
genoma central de las 94 cepas para generar un arbol filogenético circular completo mediante

el software IQtree 1.6.12 (Revisar método 3.2).
3.5.Analisis funcional de genes en profagos y asociacion con patogenicidad

Se determin6d la identidad funcional de los diferentes genes presentes en las secuencias
completas de los profagos, las secuencias se asignaron a grupos o familias de proteinas. Para
este analisis se utilizo el servidor web KofamKOALA (Aramaki et al., 2020) el cual es un
motor de busqueda que identifica el nimero K en la base de datos KEGG orthology (KO) que
contiene informacion biologica sobre proteinas en genomas. De igual forma, este trabajo se

centrd principalmente en buscar la asociacion de los profagos con genes involucrados en la
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virulencia de X. fastidiosa. Para probar la presencia o ausencia de genes de virulencia en las
secuencias de los profagos se utilizo BLASTp local con umbral de e-value = 0,01. Los genes
relacionados con virulencia que fueron probados son los identificados en el trabajo de
Rapicavoli et al (Rapicavoli et al., 2018) y efectores que desencadenan respuestas idénticas a
muerte celular identificados por Sertedakis et al (Sertedakis et al., 2022). Se utiliz6 una prueba
de Kruskal-Wallis como se indicé anteriormente, con el objetivo de comparar el numero de
genes virulentos aportado por los profagos entre las tres subespecies de X. fastidiosa. Para
finalizar, se desarroll6 un analisis del contexto gendémico en los bordes de las secuencias de los

profagos intactos, con el objetivo de identificar una posible influencia en su funcionalidad.
3.6.Validacion evolutiva de la contribucion de los profagos a la patogenicidad

Para el andlisis de la contribucion evolutiva de los profagos en la patogenicidad de X. fastidiosa
se utilizo el software BayesTraits v4.0.1 (Meade & Pagel, 2023). Este software permite analizar
rasgos con un nimero limitado de estados como su presencia o ausencia para llevar a cabo un
analisis evolutivo gracias a informacion de las relaciones entre especies (filogenia). Se evaluo
la existencia de una correlacion entre la patogenicidad en los genomas de X. fastidiosa con
respecto a la presencia de profagos, para esto se utilizo los genes de virulencia de los estudios
de Sertedakis et al., 2021 y Rapicavoli et al., 2018. La presencia o ausencia de los genes se
realizo a través de BLASTn como se describid anteriormente, los datos se organizaron en forma
binaria (0 o 1) para representar ausencia o presencia de genes de virulencia y profagos en las
cepas de X. fastidiosa. Se compard dos modelos discretos que se enfocaron en determinar si
los genes patdgenos y profagos evaluados evolucionan de forma dependiente o independiente
entre si. Para establecer cudl de los dos modelos es el mas probable que sea el correcto, se
calcul6 la probabilidad marginal que especifica en qué medida cada modelo explica los datos
obtenidos. Para realizar los célculos se utilizo el enfoque estadistico MCMC en el marco
bayesiano, inicialmente la distribucion “prior” se asignd por defecto dando la misma
probabilidad a todos los posibles valores de los pardmetros (uniforme). Se configur6 2,020,000
iteraciones en total y el burn-in de 2000 para que el algoritmo se estabilice y alcance la
convergencia. Para proporcionar una estimacion efectiva de la probabilidad marginal se ajusté
el muestreador “stepping stone” a 100 ratios y 10000 muestras. Los resultados de verosimilitud
marginal se utilizaron para calcular el factor de Bayes, el cual permitiéo determinar el mejor

modelo que se ajusta a los datos (dependiente o independiente).
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3.7.1dentificacion de secuencias de Transposones Compuestos

Los transposones compuestos se identificaron utilizando la herramienta bioinformatica
Composite Transposon Finder (TnComp finder) (Alvarenga & Varani, 2019) que permite
identificar elementos genéticos clave pertenecientes a diferentes tipos de transposones
compuestos. Los parametros utilizados en el software fueron las predeterminadas, a excepcion
del porcentaje de identidad que se establecid en 99%. Para confirmar la presencia y posicion
de los elementos obtenidos (IS) en el software se utilizéo ISEScan (Xie & Tang, 2017). De igual
manera para la deteccion de otros tipos de elementos se lo realiz6 a través de  BLASTn local
con umbral de e-value = 0,01. Las secuencias de referencia de cada elemento genético
utilizadas fueron descargadas de la base de datos ISFinder (Siguier et al., 2006) y de TnCentral
(Ross et al., 2021). De los principales elementos resultantes (IS) se identificd el nimero de
copias y la ubicacion en los genomas. Ademads, entre elementos flanqueantes cercanos se evalud
la cantidad de genes y posibles contribuyentes en procesos evolutivos. Para esto se utiliz6 el
servidor web KofamKOALA con el objetivo de identificar la funcionalidad proteica de los
genes presentes entre secuencias IS cercanas. La identificacion y analisis de los resultados
fueron de forma cualitativa, es decir, se examiné unicamente la posible presencia de potenciales

transposones compuestos presentes en las 94 cepas de X. fastidiosa.
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4. RESULTADOS

4.1.Caracteristicas de los genomas de X. fastidiosa obtenidos

Se utilizé un conjunto de 94 genomas de varias cepas de X. fastidiosa para los diferentes
analisis (Anexo 1-Tabla S1). Los datos gendmicos se verificaron para confirmar un nivel
aceptable de calidad de las secuencias de manera que puedan ser utilizadas en los distintos
andlisis. Los genomas seleccionados mostraron un nivel aceptable de integridad (mayor al
90%) y un nivel bajo de contaminaciéon (menor al 2%) de acuerdo al andlisis realizado en
CheckM (Anexo 1 - Tabla S1), esto asegura su calidad para el resto de andlisis. El tamafio
promedio de los 94 genomas obtenidos es 2.554.363,47 pb + 97.287,69 pb, siendo la cepa
Griffin-1 (2.387.314pb) la posee el genoma mas pequefio y la cepa Hib4 (2.813.297pb) la que
posee el tamafio de genoma mas grande. Los resultados muestran una homogeneidad de los
datos en cuanto a calidad de las secuencias y los tamafios cromosdmicos de las distintas cepas

de X fastidiosa.
4.2. Filogenia de X. fastidiosa

La construccidn de la inferencia filogenética de los genomas se desarroll6 utilizando el genoma
central de X. fastidiosa. Se realiz6 un alineamiento con las secuencias genémicas de la 94 cepas
de X. fastidiosa haciendo un total de 483.943 aminodcidos alineados y utilizados en la
reconstruccion del arbol filogenético. Los resultados muestran la relacion filogenética de todas
las cepas, ademas se puede identificar la formacidn de los tres grupos o subespecies definidas
que corresponden a la clasificacion taxondmica esperada (Figura 8). El arbol filogenético se
compar6 con el objetivo de evaluar la inferencia obtenida con respecto al arbol desarrollado
por Uceda-Campos et al (Uceda-Campos et al., 2022). En la Figura 1 se presenta la
comparacion entre los dos arboles filogenéticos, las distancias calculadas de Robinson-Foulds
resultaron en un 39% de similitud entre ambos arboles. Sin embargo, de forma estructural tanto
las ramas como los grupos taxondmicos muestran ser bastante similares, no obstante, existen

pocas diferencias en cuanto a la organizacion de las ramas de los arboles.

24



XYL2107-18
Temeculal
CFBP8071
IVIAS235

Bakersfield-11
Bakersfield-14 GBs14
GV156 Temeculal
4[TPD3 ... GV230] CFBPS082

CFBPS0! ] i g
CFBP8073 [WMI-1... GV230]
Ann-1
CFBP8356
' CFBP8356

;: Mul-MD Mul-MD

< [CFBPS$417 ... RHI)
| RAARI4-plum327 | RAARI4-plum327
g (Ma ] 51 .. TOS3] Malsl
TOSI4 l ATCC-35871
2 BBOS-1

sycamore-Sy-VA — ]

BBOI

PD7211
.\AICK!(U-: e —
= Jlal2 COF0407 |
0 Fb 0" coDiRO
V24D Hib4
COF0324 6o
7 Hibd [9asc ... U24D)]
—
Salento-2 32
COF0407 CVC0256
0LS0479 [11399 ... XRB]
CFBPS072 el

< [CVC0251 ... 11399]

1

0.0193 0.0052

Figura 8. Comparacion entre arboles filogenéticos del genoma central de diferentes cepas de Xylella
fastidiosa. a) Arbol filogenético reconstruido en base a la publicacion de Uceda-Campos et al 2022; b)
Arbol filogenético con secuencias de aminoacidos del genomas central de X. fastidiosa. El arbol fue
construido con el método de maxima verosimilitud y con el genoma central de la bacteria. La estructura
del subarbol del nodo muestra ser idéntica entre ambos arboles ya que las lineas de color azul oscuro
tienden a una puntuacién maxima de 1 que representa la mayor similitud. Ademas, la barra indica la

escala de las distancias de las ramas que muestran ser similares.
4.3.Diversidad y distribucion de profagos presentes en los genomas de X. fastidiosa

El analisis de profagos en las 94 cepas detectd que en promedio el 6,78 = 0,051 % del tamaio
total del genoma de X. fastidiosa corresponde a secuencias gendmicas asociadas con profagos.
De estas secuencias el 4,09 + 0,044 % pertenece a secuencias de profagos intactos y el 2,64 +
0,02 % pertenece a secuencias de profagos incompletos y cuestionables. Se obtuvo un total de
652 profagos pertenecientes a la categoria “intactos” en los 94 genomas de las diferentes cepas
de X. fastidiosa. Estos profagos fueron utilizados en los andlisis posteriores ya que poseen una
integridad completa de las secuencias, es decir, poseen un repertorio de genes con similitud a
secuencias de fagos funcionales conocidos. Los profagos intactos representan el 44,5% del total
de secuencias virales identificadas por el software. Adicionalmente, se evalud la distribucion
de los profagos en relacion al tamafio del genoma de cada cepa. En este analisis se puede
observar variabilidad en la cantidad de profagos entre cepas ya que existen algunas que no

poseen profagos intactos y otras que llegan a tener 11 profagos. No obstante, el analisis
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estadistico realizado muestra que no hay diferencias significativas en el numero de profagos
entre las 3 subespecies (Kruskal-Wallis en 0=0.005: 2= 2.11, p = 0,349, gl = 2). Sin embargo,
se destaca que en la subespecie pauca se detecté el mayor nimero de profagos intactos por
genoma (3,6), seguido de la subespecie multiplex con 3,1 profagos intactos por genoma y la
subespecie fastidiosa con 2,76 profagos intactos por genoma. En la Figura 9 se puede observar
que las subespecies fastidiosa y multiplex siguen una tendencia conocida en la que los
organismos con genomas mas grandes poseen mas EGM, a diferencia de los organismo con

genomas mas pequenos. Sin embargo, este patron no se muestra para la subespecie pauca.
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Figura 9. Asociacion entre el tamafio del genoma de Xylella fastidiosa y el nimero de profagos intactos.

Analisis de acuerdo a las tres subespecies: a) X.f. fastidiosa; b) X.f. multiplex y ¢) X.f. pauca.
4.4.Clasificacion taxonomica de los profagos intactos

Para la clasificacion de los profagos a nivel de familias se utilizo las asignaciones clasicas del
CITV basadas en morfologia, ademas se evalu6 la nueva disposicion familiar para el anélisis
de los profagos. La clasificacion obtenida es consistente con las familias clasicas bien descritas
como: Myoviridae, Podoviridae, Siphoviridae e Inoviridae. Para la identificacion de profagos
con genomas de ADNsc (virus filamentosos) se examin las proteinas involucradas en la
morfogénesis y para profagos de ADNbc se evaluo proteinas marcadoras de la cola (virus con
colas retractiles y no retractiles). Los profagos asignados como virus de ADNsc se confirmaron
como miembros de la familia Inoviridae gracias al servidor web Viptree, el cual permite

reconstruir relaciones filogenéticas de las secuencias proporcionadas y las asocia con especies
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de virus almacenadas en una base de datos. En la Figura 10 se puede observar como las
diferentes secuencias de profagos de ADNsc se acoplan al arbol con proteomas de referencia
que pertenecen a virus de la familia Inoviridae. Con respecto a la clasificacion de profagos de
ADNbc de X. fastidiosa utilizando similitudes en las secuencias de proteinas a las nuevas

familias, el servidor no logra asignarlas a una familia especifica (Figura 10).

Inner ring: Virus family

[ Inoviridae (73)
Microviridae (68)

|| Plectroviridae (6)
Pleolipoviridae (4)
Paulinoviridae (2)
Others (2)

Outer ring: Host group
Pseudomonadota (126)
Bacteroidota (8)
Mycoplasmatota (7)
Chlamydiota (5)
Euryarchaeota (4)
Others (4)

Inner ring: Virus family
Straboviridae (234)
Autographiviridae (144)
Drexlerviridae (121)
Schitoviridac (44)
Herelleviridae (12)

I Others (659)

Quter ring: Host group
Pscudomonadota (1976)
Actinomycetota (1422)
Bacillota (416)
Cyanobacteriota (149)
Bacteroidota (21)
Others (78)

Inner ring: Virus family
Straboviridae (234)
Autographiviridae (143)
Drexlerviridae (121)
Schitoviridae (43)
Herelleviridae (12)

I Others (673)

Inner ring: Virus family

I Autographiviridae (371)
Herelleviridae (140)

{2 Drexlerviridae (121)
Straboviridac (57)
Schitoviridae (53)
Others (544)

Quter ring: Host group

Pseudomonadota (1952)
Actinomycetota (1417)

Quter ring: Host group

Pscudomonadota (1937)
Actinomycetota (1441)

Bacillota (450) Bacillota (607)
Cyanobacteriota (149) Cyanobacteriota (32)
Bacteroidota (10) Bacteroidota (16)
Others (73) Others (75)

Figura 10. Arbol proteémico viral con secuencias de referencia y profagos de Xylella fastidiosa
reconstruido en ViPtree. La longitud de las ramas de los arboles se encuentra a escala logaritmica, los
anillos con colores corresponden a grupos taxonomicos (anillo exterior) y familias de virus (anillo
interior). Las estrellas representan las secuencias pertenecientes a los profagos. Los arboles mostrados
corresponden: a) Arbol de profagos identificados como Inoviridae (ADNsc), consta de la presencia de
156 secuencias de profagos. b) Myoviridae con 165 secuencias de profagos, ¢) Podoviridade con 30

secuencias de profagos y d) Siphoviridae con 41 secuencias de profagos.

En el afio 2022 el CITV actualiz¢ la clasificacion taxondmica de las familias de fagos, en donde
se elimind la taxonomia basada en morfologia para fagos de ADNbc, lo cual elimin6 a las
familias: Myoviridae, Siphoviridae y Podoviridae (Zhu et al., 2022). No obstante, en el presente
trabajo se utilizé dicha clasificacion para el andlisis de profagos de X. fastidiosa. Los resultados

indicaron que la mayoria de profagos intactos con un 56% del total pertenecen a la familia
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Myoviridae (Figura 11), estos virus de ADNbc utilizan colas contractiles de doble capa para
infectar bacterias (Novacek et al., 2016). El segundo grupo de profagos que mas abundan en
X. fastidiosa con un 17,9% son los pertenecientes a la familia Inoviridae. Los virus de esta
familia son filamentosos sin envoltura y con genoma de ADNsc circular, pueden infectar
células, integrar el genoma y preservar la célula infectada ya que no lisan a sus huéspedes
(Knezevic et al., 2021). El tercer grupo de virus identificado fue la familia Siphoviridae con un
14,1% (41), los virus pertenecientes a esta familia son fagos con cola larga no contractil
detectados con mayor frecuencia y con genoma de ADNbc (Petrovski et al., 2012). Finalmente,
el grupo con 10,3% siendo la menor cantidad de profagos (30) identificados fue la familia
Podoviridae, los cuales son virus de ADNbc que poseen una cola corta (Kornienko et al., 2020).
En la Figura 3 se puede observar un analisis general de la distribucion de las familias de
profagos con respecto a las diferentes subespecies de X. fastidiosa. Las familias de ADNbc
Myoviridae y Siphoviridae son las encontradas en mayor proporcion dentro de la subespecie
pauca en relacion a las otras dos. Los profagos de ADNsc se presentaron con mayor frecuencia
en los genomas de las bacterias pertenecientes a la subespecie fastidiosa y los profagos de la
familia Podoviridae tienen mayor presencia en los genomas de la subespecie multiplex con

respecto a las otras dos subespecies.

Podoviridae
r X.f. multiplex
B X.f. pauca
Siphoviridae f
0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50

Figura 11. Distribucion y abundancia relativa de familias virales en genomas de las tres subespecies de
Xylella fastidiosa. Los valores obtenidos para la grafica se derivan de datos normalizados que se

vinculan con la cantidad de profagos encontrados en cada subespecie.
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Se construyeron arboles filogenéticos para los diferentes grupos de virus de acuerdo a la

composicion de su material genético (ADNbc o ADNsc), estos arboles fueron comparados

tanto en estructura como distribucion con respecto al arbol desarrollado con las 94 cepas de X.

fastidiosa (Figura 8b). No obstante, se puede apreciar que el arbol de la Figura 12b es similar

al arbol de la Figura 8b, ya que esta separado por las tres subespecies principales y solo se

modifico el disefio para facilitar la comparacion visual. Los resultados muestran incoherencias

entre el arbol desarrollado con secuencias de profagos Inoviridae (Figura 12a) y el arbol con

los genomas del huésped (Figura 12b). De igual manera ocurre con el arbol desarrollado con

secuencias de profagos Myoviridae, Podoviridae y Siphoviridae (Figura 12c¢). Este arbol

muestra una tendencia similar al 4arbol de Inoviridae donde las secuencias de profagos no se

agrupan por subespecie como ocurre con el arbol de la Figura 12b. Las diferencias entre los

dos arboles de profagos y el de genoma de las cepas de X. fastidiosa puede deberse a que los

profagos poseen genes duplicados, genes que se movilizaron cambiando de huésped o THG.
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Figura 12. Analisis filogenético de profagos. Los siguientes arboles filogenéticos corresponden a: a)

Secuencias protedmicas de profagos de la familia Inoviridae; b) Secuencias de los genomas de 94 cepas

de X fastidiosa y c) Secuencias pertenecientes a profagos de ADNbc (Myoviridae, Siphaviridae y

Podoviridae). Los colores en cada cepa representan la pertenecia de la secuencia a las tres diferentes

subespecies: verde (X.f. fastidiosa), azul (X.f. pauca) y rojo (X.f. multiplex).
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4.5.Asociacion con patogenicidad y funcionalidad de genes en profagos

Los profagos son secuencias relativamente grandes de material genético, en su interior poseen
genes que codifican para diferentes tipos de proteinas, por ejemplo: proteinas estructurales del
virus, enzimas asociadas con el metabolismo, componentes de adhesion, toxinas o factores de
virulencia. Para identificar la funcionalidad de los genes que codifican proteinas dentro de los
profagos intactos, se organizaron las secuencias proteicas para inferir sus funciones a través de
la base de datos KEGG Orthology (KO) que desarrolla una busqueda de ort6logos proteicos.
Los resultados de la frecuencia de proteinas obtenidas por cada grupo KO estan representadas
en las Figura 13. Dentro de lo mas destacado de la grafica se puede observar claramente la
presencia de muchas proteinas asociadas con la virulencia o mejora de la aptitud bacteriana.

Ademas, se pueden encontrar otras proteinas que estan involucradas en el metabolismo basal.

Bacterial motility proteins

Secretion system

Cytoskeleton proteins

Transporters

Two-component system

Prokaryotic defense system

Exosome

Bacterial toxins

Mitochondrial biogenesis

DNA repair and recombination proteins

Chromosome and associated proteins

DNA replication proteins

Chaperones and folding catalysts

Transfer RNA biogenesis

Ribosome biogenesis

Translation factors

Transcription factors

Lipopolysaccharide biosynthesis proteins

Peptidases and inhibitors
Peptidoglycan biosynthesis and degradation...

Glycosyltransferases

Protein kinases

Amino acid related enzymes

Enzymes of metabolism

X.T. fastidiosa
W X.T. multiplex

B X[ pauca
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Figura 13. Frecuencia de las proteinas analizadas por ortologia KEGG de genes incorporados en las
secuencias de las tres subespecies de Xylella fastidiosa. La ortologia KEGG se clasifico en categorias
principales que incluyen: Procesamiento de informacion genética, Metabolismo, Sefializacion y

Procesos celulares.



Se desarroll6 un analisis para identificar las posibles proteinas capaces de otorgar beneficios a
nivel de virulencia y aptitud a la bacteria. En la tabla 3 se resumen las proteinas identificadas
como posibles contribuyentes a la virulencia y sistemas de defensa de X. fastidiosa. Dentro de
las proteinas que causan mayor interés son proteasas y peptidasas, sistemas TA y proteinas
involucradas en la motilidad bacteriana como la proteina del pilus tipo IV PilZ. Esto destaca la
importancia de la presencia de profagos en los genomas de X. fastidiosa ya que se encuentran

contribuyendo con genes que otorgan rasgos benéficos para su huésped bacteriano.

Tabla 3. Prediccion de proteinas (KEGG Orthology) en profagos involucradas en la virulencia y

sistemas de defensa de la bacteria huésped.

KEGG Orthology Funcion Inferida
K002048 Sistema de defensa procarioticos
K00571 ADN-metiltransferasa especifica de sitio
K07334 toxina HigB-1
K21498 antitoxina HigA-1
K13655 antitoxina MgsA
K13651 regulador de deteccion de quérum de motilidad / toxina de ARNm interferasa
especifica de GCU
K06218 ARNmM interferasa RelE/SthE
K06223 ADN adenina metilasa
K00558 dcm; ADN (citosina-5)-metiltransferasa 1
K18918 Regulador transcripcional tipo RHH, represor del operén rel/antitoxina RelB
K18831 Regulador transcripcional tipo HTH/antitoxina HigA
K19092 parEl 3 4; toxina ParE1/3/4
K18828 Endonucleasa VapC especifica de ARNt (fMet)
K18829 vapB; antitoxina VapB
K19156 antitoxina PrlF
K07062 toxina FitB
K18829 antitoxina VapB
K21495 antitoxina FitA
K002042 Toxinas bacterianas
K10954 Zot; zonula occludens toxin (zot)
K002035 Proteinas de motilidad bacteriana
K02676 proteina de ensamblaje del pilus tipo IV PilZ
K001000 Enzimas
K01358 Proteasa Clp dependiente de ATP, subunidad de proteasa
K01419 Proteasa HslUV dependiente de ATP, subunidad de peptidasa HsIV
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K03797 Proteasa de procesamiento carboxilo terminal

La falta de validacion experimental es un factor limitante de la identificacién de proteinas
ortdlogas en relacion a la secuencia proteica estimada por KEGG. Por lo tanto, intentamos
confirmar la presencia de los factores de patogenicidad incorporados en los profagos a través
de secuencias publicadas en estudios de X. fastidiosa. Se utilizd principalmente la informacion
del estudio de Rapicavoli et al., en donde enlistan factores conocidos de
virulencia/patogenicidad (Tabla 1) de X. fastidiosa (Rapicavoli et al., 2018). De igual manera
se utilizo el estudio de Sertedakis et al., (Tabla 2) el cual identifica proteinas en el genoma de
X. fastidiosa capaces de provocar de manera diferencial muerte celular (Sertedakis et al., 2022).
Las secuencias de los estudios fueron descargadas y comparadas con la secuencia de los
profagos a través de Blast local. El resultado méas destacado fue la identificacion de un nimero
significativamente mayor de genes relacionados con virulencia dentro de los profagos
pertenecientes a la subespecie fastidiosa (prueba de Kruskal-Wallis y2= 38,76; d.f =2, p <
0,001). Ademas, los genes que se presentan con mayor frecuencia son: El gen zot que codifica
a la toxina Zot que es la mas prevalente, le sigue el sistema TA de tipo II de las familias DinJ
/RelE y YafQ); el tercer factor més frecuente es una serina/peptidasa expresada por el gen prtA.
El sistema zof es un potencial factor de virulencia ya que esta proteina est4 asociada con efectos
citotoxicos y podria provocar muerte celular como se ha observado en algunos cultivos de
Nicotiana tabacum (da Silva et al., 2007; Sertedakis et al., 2022). El sistema TA llamado DinJ
/RelE se ha asociado con el incremento de la capacidad del patdégeno para propagarse
sistémicamente favoreciendo a su patogenicidad (Burbank & Stenger, 2017). YafQ es una
endoribonucleasa regulada por la antitoxina DinJ que escinde las secuencias de ARNm
bloqueando la traduccion de proteinas (Ferrari et al., 2019). El gen prtA4 codifica una enzima
con actividad proteasa extracelular que estd involucrada en la regulacion del crecimiento

celular, formacion de biopeliculas y patogenicidad bacteriana (Gouran et al., 2016).
4.6.Validacion evolutiva de profagos

Para determinar la evolucion de la patogenicidad de X. fastidiosa y su asociacion con profagos
se utilizd BayesTraits. Se compararon la probabilidad de dos modelos: los rasgos evolucionan
de forma “dependiente” y los rasgos evolucionan de forma “independiente”. Para esto se probd
con respecto a profagos y los genes de virulencia identificados en los estudios de Rapicavoli et
al., 2018 y Sertedakis et al., 2021. Los resultados indican que a nivel de profagos existe una

asociacion evolutiva dependiente inicamente con genes que expresan los modulos TA y el resto
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de genes de patogenicidad muestran una asociacion evolutiva “independiente”. Los sistemas
toxina-antitoxina detectados en la asociacion de profagos con la evolucion de la patogenicidad
son el sistema TA tipo II DinJ/RelE (PD1099) y el sistema TA tipo II YafQ (PD1100). Son
genes importantes para la virulencia de X. fastidiosa que facilitan la infeccion en la planta

huésped.
4.7.Transposones compuestos detectados en genomas de Xylella fastidiosa

TnComp_finder desarrolla un analisis comparativo de la secuencia gendmica con respecto a
una base de datos de secuencias especificas de los principales elementos genéticos
pertenecientes a diferentes tipos de transposones compuestos. Los resultados del analisis en los
genomas de Xylella fastidiosa se evidencian en la Tabla 4, el programa detecta la presencia de
IS y elementos transponibles que cominmente estan asociados con flanquear transposones
compuestos. Los IS detectados en la mayoria de cepas pertenecen principalmente a las familias:
IS6, 1S200-IS605, IS607 e IS1634. Ademas, existe evidencia de la presencia de transposones

pertenecientes a la familia Tn3 en todas las cepas analizadas (Tabla 4).

Tabla 4. Elementos transponibles con posible participacion en transposones compuestos identificados

en genomas de Xylella fastidiosa por el TnComp_finder

Subesp. Cepa Elementos transponibles

Temeculal Tn3, IS6, IS200-IS605
M23 Tn3, IS6, IS200-IS605
CFBP8351 Tn3, IS6, IS200-IS605
IVIAS5235 Tn3, IS6, IS200-IS605
CFBP8071 Tn3, IS6, IS200-1S605, IS607
Bakersfield-1 Tn3, IS6, IS200-IS605
Bakersfield-11 Tn3, IS6, IS200-IS605
Bakersfield-13 Tn3, IS6, IS200-IS605
Bakersfield-14 Tn3, IS6, IS200-IS605
Bakersfield-8 Tn3, IS6, IS200-IS605
XYL2153/18 Tn3, IS6, IS200-1S605, IS1634, IS607

Fastidiosa XYL1732 Tn3, IS6, IS200-1S605, IS1634, IS607
XYL2055 Tn3, IS6, IS200-1S605, IS1634, 1S607
XYL2107/18 Tn3, IS6, IS200-1S605, IS1634, IS607
Temeculal Star Tn3, IS6, IS200-IS605, IS607
Temeculal Tn3, IS6, IS200-1S605, IS1634, IS607
Stag’s Leap Tn3, 1S6, IS200-1S605
GB514 Tn3, IS6, IS200-IS605
TPD3 Tn3, IS6, IS200-1S605, IS1634, 1S607, ISL3
TPD4 Tn3, IS6, IS200-1S605, IS1634, IS607
GV156 Tn3, IS6, IS200-IS605
GV230 Tn3, IS6, IS200-IS605
DSM 10026 Tn3, IS6, IS200-1S605, IS607
ATCC 35879 Tn3, IS6, IS200-IS605
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CFBP7970

Tn3, IS6, IS200-IS605, IS607

NOB1 Tn3, IS6, 1IS200-1S605, 1S1634, IS607
CFBP8082 Tn3, IS6, IS200-1S605, 1S607

VBI11 Tn3, IS6, IS200-1S605, 1S607

OK3 Tn3, IS6, IS200-1S605, IS607
WMI-1 Tn3, IS6, IS200-1S605

EB92.1 Tn3, IS6, 1S200-1S605, 1S1634, 1IS607
CFBP8356 Tn3, IS6, 1S200-1S605, 1S1634, IS607
CFBP8073 Tn3, IS6, IS200-1S605

CO33 Tn3, IS6, 1S1634, 1S200-IS605
Ann-1 Tn3, IS6, IS200-1S605

Mul-MD Tn3, IS6, 1S200-1S605, 1S1634, IS607
MULO0034 Tn3, IS6, IS200-1S605
XYL1981 Tn3, IS6, 1S607, 1S200-1S605, 1S1634
XYL1968/18 Tn3, IS6, IS607, 1S200-1S605, 1S1634
XYL1752 Tn3, IS6, IS607, 1S21, 1S200-IS605, 1S1634
XF3348 Tn3, IS3, IS6, IS607, IS200-1S605, I1S1634
Fillmore Tn3, IS6

CFBP8417 Tn3, IS6, IS607, 1S200-1S605
Dixon Tn3, IS6, IS607, 1S200-I1S605

IAS-AXF-235T10

Tn3, IS30, IS6, IS607, IS200-IS605, IS1634

IAS-AXF-212H7

Tn3, IS3, IS6, IS607, IS200-1S605, 1S1634

IVIA6731 Tn3, 1S256, 1S6, 1S607, 1S200-1S605, 1S1634
IVIA6586-2 Tn3, IS6, IS607, 1S200-1S605, IS1634
ESVL Tn3, IS6, IS607, 1S200-1S605, IS1634
IVIA5901 Tn3, IS6
Griffin-1 Tn3, IS6, IS607, 1S200-1S605, IS1634
MI12 Tn3, IS6
. RedOak?2 Tn3, IS6
Multiplex ~pppeaye Tn3, IS6
RAARGButte Tn3, IS6, 1S607, 1S200-1S605, IS1634
LM10 Tn3, IS6
RH1 Tn3, IS6
Riv5 Tn3, IS6
RAARI14plum327 Tn3, IS6, 1S607, 1S200-1S605, 1S1634
TOS4 Tn3, IS6, IS607, 1S200-1S605, IS1634
TOS14 Tn3, IS6, 1S607, 1S200-1S605, IS1634
Mal51 Tn3, IS6, 1S200-1S605, 1S1634
TOS5 Tn3, IS6, 1S607, 1S200-1S605, 1S1634
CFBPS8078 Tn3, 1S6, 1S200-1S605
ATCC35871 Tn3, IS6, 1S200-1S605
sycamoreSy-VA Tn3, IS6, IS607, IS200-IS605, IS1634
AlmaEM3 Tn3, IS6
BBOI Tn3, IS6, 13607, 1S200-1S605, IS1634
BB0S-1 Tn3, IS6
9a5c Tn3, IS6, 1S200-1S605
Bl111 Tn3, 1S6, 1S200-1S605
CVC0251 Tn3, IS6, 1S200-1S605
Panca XRB Tn3, IS6, 1S200-1S605
Jlal2 Tn3, IS6, 1S200-1S605
CVC0256 Tn3, IS6, 1S200-1S605
11399 Tn3, 1S6, ISL3, 1S200-1S605
U24D Tn3, 1S6, 1S200-1S605
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Fb7 Tn3, IS6, IS200-IS605

3124 Tn3, IS6, IS200-1S605
32 Tn3, IS6, IS200-1S605
6¢ Tn3, IS6, IS200-1S605
Pr8x Tn3, IS6, IS200-1S605
COF0324 Tn3, IS6, IS200-1S605
Hib4 Tn3, IS6, IS200-1S605
CoDiRO Tn3, IS200-IS605
De Donno Tn3, IS200-1S605
Salento-1 Tn3, IS200-IS605
Salento-2 Tn3, IS200-IS605
OLS0478 Tn3, IS200-IS605
OLS0479 Tn3, IS200-IS605
COF0407 Tn3, IS200-IS605
PD7202 Tn3, IS200-1S605
PD7211 Tn3, IS200-1S605
CFBP8072 Tn3, IS200-IS605

TnComp_finder presenta todos los elementos en los genomas que podrian estar formando un
potencial transposén compuesto, sin embargo, no asegura la presencia de los mismos. Cabe
destacar que la principal caracteristica de los transposones compuestos es la presencia de dos
IS vinculados que flanqueen una secuencia de ADN con poca cantidad de genes (Wagner,
2006). En general, dos IS pueden formar un transposén compuesto si ambos IS pueden trabajar
conjuntamente para movilizar el segmento de ADN. Los estudios hasta la actualidad han
identificado transposones compuestos conformados por IS pertenecientes a la misma familia,
es decir, una misma copia del IS flanqueando los extremos. Sin embargo, no se puede suponer
que dos IS de dos familias diferentes no puedan formar un transposén compuesto, ya que podria
ocurrir siempre y cuando los IS estén vinculados y trabajen conjuntamente. En este trabajo se
analiz6 unicamente copias de IS iguales en cada cepa de X. fastidiosa, asi como las distancias
entre sus ubicaciones para especular la posible presencia de un transposéon compuesto. Para
confirmar la presencia de los elementos transponibles identificados por el TnComp_finder y su
nimero de copias se utilizé ISEScan, el cual detecta IS en genomas bacterianos. Para el caso
de otros elementos como Tn3 (CP040799.2) e IS607 (CP072932.1) se utilizo6 la base de datos
ISFinder para luego desarrollar BLASTn local. En la Tabla 5 se enuncian los resultados
obtenidos del nimero de copias de cada elemento genético detectado en los genomas de X.

fastidiosa.

Tabla 5. Elementos transponibles confirmados y numero de copias en los genomas de Xylella fastidiosa

S.p. Cepa IS200 1S200 1S607 1S607 1IS6 IS6 IS21 1IS15 new_ Tn3 Tn3
-605 -605 © P) © P) P) 95 343 ©) P)
© (0] (1) ©

= = Temeculal 1 1 1 0 0 1 1 1 0 1 0
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M23

1

CFBP8351
IVIA5235

2

CFBP8071

1
1
1
1
1

2

Bakersfield-1

Bakersfield-11
Bakersfield-13
Bakersfield-14
Bakersfield-8

XYL2153/18
XYL1732

XYL2055

2

XYL2107/18

1

2

TemeculalStar
Temeculal

Stag’s Leap
GB514

TPD3
TPD4
GV156

GV230

3

DSM 10026
ATCC 35879
CFBP7970

NOB1

1

3

3

CFBP8082

VBII
OK3

WMI-1

EB92.1

1

3

CFBP8356

CFBP8073
CO33

Ann-1

Mul-MD

MULO0034

2

XYL1981

1

XYL1968/18

XYL1752
XF3348

Fillmore

0

CFBP8417
Dixon

IAS-AXF-
235T10

0
0
0
1

IAS-AXF-212H7

IVIA6731
IVIA6586-2

ESVL

xopdyinpy

IVIA5901
Griffin-1

M12

4
4

RedOak?2

CFBP8§416

1

RAARG6Butte

LM10
RH1
Riv5

36



RAAR 14plum32
7

—_
[\
—_

1 1

[
—_
—_

TOS4

TOS14

Mal5l1

TOS5

CFBP8078

ATCC35871

sycamoreSy-VA

AlmaEM3

BBO01

BBO08-1

9a5c

B111

CVC0251

XRB

J1al2

CVCo0256

11399

U24D

Fb7

3124

32

6¢

Pr8x

Pauca

COF0324

Hib4

CoDiRO

De Donno

Salento-1

Salento-2

OLS0478

OLS0479

COF0407

PD7202

— = NN === = === = = (N = = = = =R =R = = (= (= (O = (O N == W =W W

DWW (NN N[NNI | N[N [W NN [W WO W= =N [— || —|—

PD7211

[=lellellsllellellellellslellellsl el el-l sl -llsl el el e e el N =l L = =l o) {e) ]l S
SININ|= =N O|NOCIOININNIN|OINOCICOIN|—|— == lOo|lo|— oo
I e e e e S S S Sy e S g Sy S [y [y U U U S U [ e
C|Io|IC|o|o|o|Io|IC|Ioc|o|o|o|Io|IC|oco|o|oIc|CoC|O|—ICIO=ININ|F|m ==
==l el el ellelle}ell-l e ellel el el el el el i Lt feN R p T T
di=l=ll=lellsllellellslellellelellellelelle]lell-llel el -llel el el el o} (e} e} -} (=)
(e e e e e e e e e e e e e e L e e e e e e el el e e e K R e i e R e e e

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

CFBP8072

—_
\S}

WO IO OO0 |OCIO|C OO0 00000000000 oIo oo oo|o|o|oo O (=]

Total 171 139 56 60 &3

\O
[}
9}
—_
W
W
N
o
N
N

Nota: (C) Secuencia Completa — (P) Secuencia Parcial

Los resultados del ISEScan demostraron la presencia de diversas familias de IS en los genomas
bacterianos, ademas, se pudo confirmar la presencia de Tn3 gracias a BLASTn e IS607 gracias
a ISFinder (Tabla 5). Los IS se distribuyeron en 2 principales categorias: con secuencia
completa (C) y con secuencia parcial (P). Para establecer una posible presencia de potenciales
transposones compuestos, uno de los requisitos es la presencia de IS flanqueantes funcionales.
Por lo tanto, las secuencias incompletas (P) no tendrian la capacidad de formar parte de este
tipo de elementos debido a que pueden ser secuencias ancestrales que a lo largo del tiempo han
desarrollado mutaciones y variaciones. Este no seria el caso de IS6 en donde la mayoria de
secuencias detectadas (83) que representa el 10,43% de todos los elementos analizados (Figura
14) pertenecen a secuencias parciales. Esto debido a que este tipo de familia de IS tiene la

capacidad de formar pseudotransposones compuestos a través de la generacion de cointegrados
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(Figura 7), por lo tanto, una secuencia parcial con una secuencia donante completa podria ser

suficiente para que ocurra la formacion de dicho elemento.

En la Figura 14 se puede observar las proporciones presentes en los 94 genomas pertenecientes
a cada tipo de elemento moévil. Los resultados destacan principalmente la abundancia de la
familia IS200/605 (C) que representa el 21,48% (171) de todos los elementos obtenidos, a este
grupo se incluyen secuencias [S200/605 (P) con un 17,46% (139). Se presentan varias familias
de IS unicamente detectadas con secuencias parciales, por ejemplo: la familia de IS21 (P) con
el 11,93% (95) e IS1595 (P) con un 6,41% (51). Para las familias IS3, IS5, IS30 e 1S256 se
detectd una sola copia parcial para una cepa entre todos los genomas. Con respecto a la familia
Tn3 (C) con un 6,28% (50) y la familia new 343 (C) con 4,15% (33) se encuentran presentes
en varios de los genomas, sin embargo, las secuencias presentes se encuentran en una unica
copia por genoma y no podrian formar elementos compuestos. La familia IS607 (C) con un
7,04% esté presente en varias copias en los genomas analizados y la familia IS6 (C) con 0,38%

(3) presenta 2 copias de la secuencia en el genoma de la cepa RH1.

a b

Tn3 (P) Tn3 (P) D
Tn3(C) m— Tn3(C) m—
1S607 (P) 15607 (P) I
15607 () n——— 15607 (C)  ———
1S3(P) 1 1S3(P) 1
1256 (P) 1 15256 (P) 1
1S30(P) 1 1S30(P) 1
1S5 (P) 1 IS5 (P) 1
IS1595 (P) [S1595 (P)
IS21(P) 1S21(P)
new 189(C) 1 new_189(C) 1
new 343(P) W new 343(P) W
new 343(C) m— new 343(C) m——
1S200/605 (P) 1S200/605 (P) I
15200/605 () 15200,/6.0' ) 5
156 (P) 1S6 (P) I
156(C) m 156 (C) m
0% 5% 10% 15% 0% 25% 0 0,2 04 0,6 08 1 1,2 14 16 18 2

Figura 14. Elementos Transponibles identificados en genomas de Xylella fastidiosa. a) Proporcion de
los total de cada elemento en las 94 cepas analizadas. b) Numero de copias promedio de los elementos

por genoma.

En la Figura 14-b se puede observar el nimero de copias promedio de los EGM en los 94
genomas de X. fastidiosa. Es importante destacar que en general la mayoria de elementos no

sobrepasa en promedio 1 copia por genoma, a excepcion de la familia IS200/605 que se pueden
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detectar 1,82 + 1,3 copias por genoma. La familia IS607 (C) y la familia IS6 (C) en
determinadas cepas se encontraron 2 0 mas copias, por lo tanto, conjuntamente con 1S200/605
(C) se analizaron sus posiciones en los genomas (Anexo 2-Tabla S2). Varias cepas de X.
fastidios contienen multiples copias de IS de familias iguales que podrian participar formando
un transposon compuesto, sin embargo, las posiciones en los genomas permiten sospechar la
ausencia de dichos elementos. Las secuencias IS de la familia IS200/605 e IS607 se detectaron
separadas por una distancia promedio de 307,022 kb y 716,025 kb respectivamente. En general,
las distancias entre los elementos son muy amplias y con una gran cantidad de genes presentes,
por lo tanto, es poco probable que los pares de IS detectados en este trabajo sean capaces de
movilizar regiones de ADN muy grandes. Cabe destacar que otro de los requisitos
indispensables para que un transposon compuesto este presente y sea funcional es que los IS

vinculados deben estar separados por una cantidad minima de genes (Wagner, 2006).

Para el caso de IS6 (C) que se detectd 2 copias de la secuencia inicamente en el genoma de la
cepa RH1, los IS flanqueantes se encontraron separados por una distancia de 12,31 kb. De igual
manera, se identificaron distancias cortas (Anexo 2-Tabla S2) en dos cepas: CFBP8073 (3,267
kb) y BB08-1 (1,093 y 0,933 kb) para la familia IS200/605 y en la cepa BB08-1 (4,185 kb)
para la familia IS607. Los resultados de la cantidad de genes y la prediccion de proteinas por
KEGG Orthology se presentan en la Tabla 6. Se puede destacar en la cepa RH1 que los dos IS6
flanquean 14 genes de acuerdo al NCBI, sin embargo, a través del servidor web solo se predijo
la funcionalidad de 9 proteinas. Varias de estas proteinas estdn asociadas con procesos
metabolicos, intervienen en la sefializacion y procesos celulares. La cepa CFBP8073 que posee
dos 1S200/605 flanquean un solo gen que corresponde a una serina proteasa de tipo subtilasa,
estas proteinas estan involucradas en multiples procesos biologicos. Para la cepa BB08-1 los
IS de la familia 1S200/605 flanquean genes en dos regiones, una contiene 2 genes que
corresponden a una lisozima y ADN-metiltransferasa especifica de sitio y la otra contine 3 que
no se pudieron predecir a través de la base de datos. La region restante de esta cepa flanqueadas
por IS de la familia IS607 contienen 6 genes, no obstante, no se pudo detectar la funcionalidad
de las proteinas. Los resultados plantean la posibilidad de la formacion de transposones
compuestos en las tres cepas, la mayoria de genes detectados podrian proporcionar ventajas

evolutivas en las cepas de Xylella fastidiosa.
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Tabla 6. Analisis de secuencias flanqueadas por IS de la misma familia en cepas de Xylella fastidiosa

Cepa Familia
IS

Distancia
(kb)

Genes
(NCBI)

Prediccion de funcionalidad proteica (KEGG
Orthology)

RH1 IS6

12,31

14

-K01845: glutamato-1-semialdehido 2,1-
aminomutasa

-K03593: Proteina de union a ATP implicada en la
particion cromosomica
-K00979:3-desoxi-mano-octulosonato
citidililtransferasa (CMP-KDO sintetasa)
-K25307: proteina tirosina fosfatasa de bajo peso
molecular

-K09803: proteina no caracterizada

-K01160: unién cruzada endodesoxirribonucleasa
RusA

-K03703: excinucleasa ABC subunidad C
-K00995: CDP-diacilglicerol---glicerol-3-fosfato 3-
fosfatidiltransferasa

-K01698: porfobilindgeno sintasa

CFBP8073 1S200/605

3,267

-K12685: serina proteasa tipo subtilasa

BB08-1  1S200/605

1,093

-K01185: Lisozima
-K00571: ADN-metiltransferasa especifica de sitio

0,933

-N/D

1S607

4,185

-N/D
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5. DISCUSION

Se ha demostrado que los EGM poseen la capacidad de influir de forma directa en la evolucion
de la virulencia y la competitividad ecologica en bacterias, gracias a su capacidad de transferir
genes que confieren ventajas adaptativas. El enfoque de este estudio fue entender la influencia
y capacidad de dos grupos importantes de EGM (profagos y transposones compuestos) para
alterar la patogenicidad de la bacteria X. fastidiosa. Los profagos contribuyen con la diversidad
genética de bacterias relacionadas con patogenicidad, principalmente debido a su capacidad de
codificar genes que expresan poderosas proteinas asociadas con virulencia (Fortier &
Sekulovic, 2013). En este trabajo se detectd una gran abundancia de profagos en los 94
genomas analizados de las tres subespecies de X. fastidiosa. Los profagos de ADNbc fueron
mayoritariamente encontrados en los andlisis, siendo la familia Myoviridae la mas
representativa, ya que a esta familia pertenece el 56% de todos los profagos obtenidos. Esto no
es de sorprenderse ya que la mayoria de fagos descubiertos en la naturaleza (aproximadamente
el 96%) poseen un genoma de ADNbc (Fokine & Rossmann, 2014). A pesar de que se ha
observado que la familia Siphoviridae es el grupo mas abundante entre los virus de ADNbc
(Batinovic et al., 2019). Los fagos de la familia Myoviridae también pueden llevar consigo
genes accesorios de interés. Por ejemplo, proteinas que influyen en la regulacion de la
expresion de toxinas (Sekulovic et al., 2011) y que mejoran la aptitud bacteriana como se ha
observado en fagos Myoviridae que infectan a Ralstonia solanacearum (Addy et al., 2019;

Askora et al., 2017).

A diferencia de los fagos de ADNbc, los virus de ADNsc son poco estudiados y comprenden a
una fraccién menor. En este trabajo se observo que el 17,9% del total de profagos pertenecen
a la familia Inoviridae, asignandose como la segunda familia mas abundante dentro de los
genomas de X. fastidiosa. Esto es importante conocer ya que en bacterias fitopatdgenas como
Ralstonia solanacearum se han detectado particularmente una gran cantidad de profagos
pertenecientes a la familia Inoviridae que tienen influencia directa con la patogenicidad de la
bacteria (Greenrod et al., 2022). Por lo tanto, estos hallazgos que resaltan la alta presencia de
profagos Inoviridae en los genomas, podria significar que su permanencia en grandes
proporciones es debido a que aportan caracteristicas beneficiosas para X. fastidiosa. De hecho,
esta prevalencia refleja una combinacion de beneficios competitivos y un papel en el
intercambio de material genético (Wendling et al., 2021). En los Inovirus se han detectado una
amplia variedad de sistemas toxinas-antitoxinas y sistemas de modulacion de la expresion

génica (Roux et al., 2019). Uno de los ejemplos mas notables es el fago CTX¢ que expresa la
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toxina CtxAB que es el principal factor de virulencia de Vibrio cholerae (Klonowska et al.,
2023). También incrementan la capacidad de colonizar células huésped (Bille et al., 2017) y

potencian la formacion de biopeliculas (Rice et al., 2009).

Se ha demostrado que varias cepas de X. fastidiosa poseen una alta competencia natural para
la transformacion y tasas relativamente altas de que se produzca recombinacion (Kandel et al.,
2017; Kung & Almeida, 2011). En este caso, ambos factores son los responsables del amplio
intercambio genético y variabilidad entre cepas bacterianas gracias a que permiten la
adquisicion de material genético exdgeno. Para las comparaciones a nivel filogenético se
desarrollé un arbol a través de secuencias proteicas compartidas (genoma central) de las 96
cepas del estudio. Las diferencias resultantes en comparacion al arbol desarrollado en el estudio
de Uceda-Campos et al., de las mismas cepas de X. fastidiosa puede deberse al uso de
secuencias proteicas en lugar de nucledtidos (Uceda-Campos et al., 2022). Sin embargo, puede
observarse que la estructura de las ramas y la distribucion de las cepas en las tres subespecies
son similares. Los resultados resaltan la poca similitud entre la clasificacion taxondmica de X.
fastidiosa y el arbol reconstruido con secuencias proteicas de profagos. La escasa similitud
entre arboles permite sospechar una falta de historia coevolutiva compartida entre los profagos
y la bacteria, esto podria significar que los eventos de THG no son ancestrales y pudieron
ocurrir recientemente. Los profagos que contienen secuencias funcionales pueden activarse a
su estado litico y moverse a otros huéspedes bacterianos. A medida que un fago lisogénico
permanece mucho tiempo en el genoma bacteriano, aumenta la probabilidad de que la
acumulacion de mutaciones impida la lisis celular vinculando genes del fago a permanecer
ligado a la célula huésped (Braga et al., 2018). Por lo tanto, la incongruencia entre los arboles
podria significar que los profagos continuan teniendo la capacidad de desarrollar THG. Esto
puede dar lugar a nuevas configuraciones patogénicas de X. fastidiosa o incluso puede impulsar
el surgimiento de nuevas cepas con diferentes capacidades infectivas. De igual manera, es
importante destacar que durante la lisis de fagos funcionales pueden ocurrir errores que
provocan el empaquetamiento de fragmentos de genes o secuencias completas en lugar de
genes propios del fago (Chiang et al., 2019). Estas secuencias incorporadas en los profagos
pueden ser funcionales y transmitirse entre bacterias por THG (transduccion). En consecuencia,
es imprescindible considerar el monitoreo cuidadoso de poblaciones naturales de X. fastidiosa
para prevenir una mayor aparicion de diversidad genética y la generacion de cepas que tengan

nuevas plantas huésped objetivo.
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Como se pueden observar en los resultados, en este trabajo se destaca el potencial de los
profagos para contribuir significativamente con la patogenicidad de X. fastidiosa. Se
encontraron varios genes ampliamente implicados en la patogénesis de bacterias bien
reconocidos por estudios. Estos genes presentan varias funciones como la formacion de
biopeliculas y adhesion a la superficie celular del huésped, un paso clave tanto en la infeccion
de la planta como en la transmision por insectos vectores. Se conoce que en otras bacterias los
profagos son capases de inducir la formacion de biopeliculas al disminuir e inducir
espontaneamente la virulencia de la bacteria (D. Li et al., 2022). Esto podria ser uno de los
factores que ayudan a X. fastidiosa a generar biopeliculas, ya que se ha especulado que la
bacteria se inclina por permanecer en un estado adherente disminuyendo su patogenicidad para
evitar matar a su huésped muy rapido (Castro et al., 2023). En el andlisis KO de las secuencias
de profagos se detectaron proteinas involucradas en la adherencia y motilidad celular, por
ejemplo, la proteina de ensamblaje del pilus tipo IV PilZ. El estudio de Li et al., demuestra que
esta proteina tiene participacion directa en la union celular y la formacion de biopeliculas en
X. fastidiosa (Y. Li et al., 2007). De hecho, se ha observado en bacterias fitopatégenas como
Xanthomonas oryzae que la alteracion del gen que codifica para la proteina reduce

significativamente la patogenicidad de la bacteria (Burdman et al., 2011).

Por otro lado, la prediccion de proteinas también mostro la presencia de enzimas proteasas
dentro de los profagos. En estudios previos se sefiala que los diferentes tipos de proteasas en el
genoma de X. fastidiosa participan en el control del crecimiento celular, patogenicidad y
formacion de biopeliculas (Gouran et al., 2016). Es interesante destacar la presencia de la
subunidad proteolitica de la proteasa Clp en profagos. En estudios como el de Thabet et al., se
ha demostrado que esta enzima tiene la capacidad de inducir el sistema SOS de la bacteria en
lugar de activar el profago en casos de estrés o dafio celular. Esto con el objetivo de salvar al
huésped induciendo mecanismos de reparacion del ADN vy ralentizando los procesos
fisiologicos, para que una vez reparado el dafio la bacteria continue multiplicandose al igual
que el profago (Thabet et al., 2023). Las proteasas detectadas en los genomas de profagos en
este estudio podrian estar también involucradas en la patogenicidad de la bacteria ya que es
bien conocido que este tipo de enzimas tienen la capacidad de degradar proteinas incluidas las
de la membrana celular, esto pude mejorar la infectividad de la bacteria en la célula huésped.
La proteina mayormente detectada en el analisis de profagos de X. fastidiosa fue la toxina Zot,
la cual pude tener influencia directa en la virulencia de la bacteria. En efecto, el aporte de los

profagos de esta proteina esta bien identificado por algunos estudios desarrollados en X.
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fastidiosa (Rapicavoli et al., 2018; Uceda-Campos et al., 2022). Se ha sugerido que la toxina
Zot estd involucrada en interacciones patogénicas entre la bacteria y la planta huésped
desempefiando un papel en el desarrollo de la enfermedad (de Mello Varani et al., 2008). Es
escasa la evidencia directa de como actua la toxina Zot en plantas, sin embargo, a la actividad
de Zot se le atribuye los efectos de varias bacterias fitopatdgenas como Xanthomonas
campestris (da Silva et al., 2007) y Ralstonia solanacearum (Guarischi-Sousa et al., 2016) en

los tejidos vegetales infectados.

De igual manera, otras proteinas ampliamente identificadas por el analisis KO son los sistemas
TA de tipo II de las familias DinJ/RelE y YafQ. En el estudio de Burbank & Stenger destacan
la funcionalidad del sistema DinJ/RelE para el control de la proliferacion bacteriana, en el
estudio proponen que el sistema previene el crecimiento excesivo de la poblacion de X.
fastidiosa para evitar que bloquee los vasos del xilema y pueda propagarse sistémicamente
(Burbank & Stenger, 2017b). Por su parte YafQ es una toxina que pertenece al sistema TA
DinJ/YafQ y esta igualmente implicado en la reduccion del crecimiento celular gracias a la
inhibicion de la traduccion (Prysak et al., 2009). Ambos sistemas son muy importantes en la
formacion de biopeliculas como se ha evidenciado en el estudio de Kim et al., en Escherichia
coli, la eliminacion o la sobreexpresion de las toxinas regula de forma compleja la formacion
de biopeliculas (Kim et al., 2009). En consecuencia, estas funciones que proporcionan las
toxinas permiten entender el hecho de que se encuentren ambos sistemas en la mayoria de cepas
dentro de las secuencias de profagos, se conserven en los genomas bacterianos y puedan
movilizarse por THG. No obstante, gracias al analisis BayesTraits se pudo confirmar que
ambos sistemas poseen una asociacion evolutiva de dependencia con la presencia de profagos

contribuyendo con la capacidad de virulencia de X. fastidiosa.

En algunos profagos se detecto a la antitoxina MgsA que pertenece al sistema TA MqsRA, se
ha reconocido ampliamente que este sistema estd asociado con la induccion de células
persistentes en condiciones de estrés, formacion de biopeliculas e inhibicion del crecimiento
celular (de Souza-Neto et al., 2022). En el estudio de Merfa et al., identificaron que el sistema
MgsRA era altamente inducido en X. fastidiosa por estrés, regulando negativamente la
movilidad celular y positivamente la generacion de biopeliculas (Merfa et al., 2016). La toxina
ParE también detectada en diferentes bacterias se ha demostrado que acttia bloqueando la
replicacion del ADN para que se pueda activar la respuesta SOS de la bacteria y se genere
células persistentes (Kamruzzaman & Iredell, 2019). También se detectd el sistema TA

HigA/HigB que son comunes para la estabilidad en la adquisicion de plasmidos, no obstante,
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se ha observado su presencia en el genoma bacteriano contenidos en profagos donde puede
interferir en la expresion génica de la bacteria (de Mello Varani et al., 2008). En general, las
diferentes proteinas expresadas por los profagos demuestran aportar caracteristicas o rasgos
importantes en X. fastidiosa a nivel de virulencia y resistencia a condiciones desfavorables.
Gracias a la THG establecida por los profagos, los genes con potencial benéfico para la bacteria
pueden movilizarse entre genomas generando la aparicion de nuevas y mejores variantes
capaces de infectar nuevos huéspedes. Esto ha favorecido a la bacteria a nivel evolutivo de tal

manera que actualmente ha llegado a expandirse en gran parte del mundo.

En relacion a los transposones compuestos, en este trabajo se detect6 en cada cepa elementos
genéticos como IS y genes de transposones con potencial para formar dichos elementos. Los
transposones de la familia Tn3 han dotado una gran cantidad de capacidades catabdlicas a
diferentes tipos de bacterias para lograr una resistencia a diferentes tipos de ambientes o
compuestos como los antimicrobianos (Nicolas et al., 2015). La familia Tn3 son transposones
unitarios no compuestos, sin embargo, podrian actuar como IS flanqueantes y movilizar un
segmento de ADN compuesto como se ha observado en varios miembros de su familia (Razavi
et al., 2020). El software los detecta como posibles componentes de un transposén compuesto,
sin embargo, los resultados demostraron que en los genomas que estan presentes se encuentran
en una sola copia. Es importante mencionar que en todos los genomas se detecto la presencia
de Tn3 ya sea con su secuencia parcial o completa, esto permite sospechar su contribucioén en
la evolucion de la bacteria ya que a este transposon se lo asocia con genes de resistencia. Otro
elemento importante detectado en una gran cantidad de cepas son IS pertenecientes a la familia
IS6. Estos elementos son fundamentales en la propagacion de multiples genes de resistencia y
en el reordenamiento gendmico, ademas se ha demostrado que tienen la capacidad de formar
cointegrados en forma de transposones pseudocompuestos (Varani et al., 2021). Como se ha
demostrado, X. fastidiosa es naturalmente competente para la transformacion (Kung &
Almeida, 2011) y podria adquirir plasmidos de su entorno que en su secuencia pueden tener
IS6. A pesar de que los IS6 detectados en su mayoria son secuencias parciales, esto no tendria
inconveniente con la adquisicion de genes acoplados a secuencias IS6 completas de un
plasmido donador lo que ayudaria a la bacteria a obtener genes que otorguen ventajas

evolutivas.

La participacion de elementos IS256 en transposones compuestos es ampliamente reconocido,
se ha observado en otras bacterias como Enteroccus faecalis que abunda y forma parte de estos

elementos (Quintiliani & Courvalin, 1996). Sin embargo, en los genomas analizados solo se
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pudo detectar una copia en el genoma de la cepa IVIA6731, por lo tanto, al igual que IS3, IS5
e IS30 que tienen una sola copia no tendrian relevancia en este analisis. Los IS obtenidos
gracias a ISEScan estan acorde a los reportados en el estudio de Uceda-Campos et al., 2022;
donde puede observarse que la cantidad de IS por genomas es limitada (Uceda-Campos et al.,
2022). No obstante, la familia IS200-605 es la que se encuentra en mayor abundancia dentro
de los genomas y en varias cepas se pueden encontrar en mas de 2 copias. Los mismo ocurre
para los IS de la familia IS607, en cambio, para la familia IS6 se detectd dos copias completas
unicamente en la cepa RHI. Es importante destacar que los transposones compuestos
conocidos oscilan hasta 30 Kb entre IS flanqueantes (Wagner, 2006). Por lo tanto, las grandes
distancias observadas entre IS flanqueantes (Anexo 2-Tabla S2) de la mayoria de cepas sugiere
la no participacion de estos elementos en la formacién de transposones compuestos. La
estabilidad de los transposones compuestos es cuestionable ya que no se presentan en
abundancia en los genomas, por lo tanto, si fuese una estrategia evolutivamente estable se

lograr? la transposicion y su presencia con mayor frecuencia (Wagner, 2006).

Se detect6 en la cepa RH1 dos IS6 completos flanqueantes de una secuencia de 12,31 kb que
contiene a 14 genes. A pesar de que es una secuencia amplia que contiene varios genes, los IS
podrian actuar conjuntamente para movilizar el fragmento, los 14 genes identificados por el
analisis KO poseen funcionalidad metabdlica y no de virulencia o resistencia que es lo que se
esperaria. Aun asi, hay evidencia de que esto puede ocurrir, por ejemplo, en el estudio de Inui
et al., se detectd un transposon compuesto denominado Tn14751 que podia transportar 17,4 Kb
de ADN con varios genes no asociados a toxinas o genes de resistencia en Corynebacterium
glutamicum (Inui et al., 2005). Esto ayuda a sospechar que puede ser posible la movilizacién
del segmento de 14 genes, sin embargo, para confirmarlo se requiere de estudios
experimentales. Cabe destacar que la transposicion de una secuencia amplia puede afectar y
alterar en gran medida la composicion del genoma (Inui et al., 2005). Por lo tanto, de forma
evolutiva una transposicién compuesta deberia ser factible de forma natural solo si se adquieren
genes seleccionables para el beneficio de la bacteria (Wagner, 2006). Con respecto a IS607 se
detectd dos copias que flanquean una secuencia de 4,185 kb que contiene 6 genes en el genoma
de BB08-1. El fragmento de ADN es menor, pero no se pudo identificar la funcionalidad de las
proteinas por el analisis KO, esto indica que las proteinas presentes en el fragmento no estan
caracterizadas. Lo mismo ocurre para dos copias de IS200/605 detectadas en la misma cepa

con una distancia de 0,933 kb donde se encuentran 3 genes no caracterizados.
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Dentro de los resultados mas destacados de este analisis se encuentran dos copias de 1S200/605
en el genoma de la cepa CFBP8073 que flanquean 3,267 kb correspondientes a un solo gen
identificado como una serina proteasa tipo subtilasa. Este tipo de enzimas son muy importantes
ya que juegan un papel importante en la virulencia de bacterias, por ejemplo, en X. fastidiosa
estudios destacan la participacion de serinas proteasas en la degradacion de membranas de los
vasos del xilema para que la bacteria puede cruzar entre vasos adyacentes (Mendes et al., 2016).
En la cepa BB08-1 también se detectaron dos copias de [S200/605 que flanquean 1,093 kb que
contiene 2 genes identificados como una Lisozima y una ADN-metiltransferasa. Estos genes
son importantes para el funcionamiento de las bacterias, la metilacion del ADN tiene
importantes implicaciones en la expresion de genes, virulencia, colonizacion del huésped y
formacion de biopeliculas (Gao et al., 2023). La lisozima en cambio es una enzima hidrolitica
que degrada paredes celulares bacterianas, lo que le serviria para el control de las poblaciones
bacterianas (Nawaz et al., 2022). La movilizacion de estas secuencias podria ser factible ya que
su tamafio, cantidad de genes e IS flanqueantes funcionales estdn acorde a los requisitos de un
transposon compuesto (Udaondo et al., 2022; Wagner, 2006). En general, debido a las
caracteristicas y distribucion de la mayor parte de elementos transponibles detectados, hay poca
posibilidad de que existan transposones compuestos intactos en los genomas de X. fastidiosa.
Los pocos segmentos con potencial de movilizarse como un elemento compuesto requieren de

experimentacion para ser comprobados.

El estudio de los EGM es de gran importancia en bacterias patdgenas ya que facilitan la THG
donde se incluyen genes de resistencia a antibidticos y virulencia. Esto contribuye con la rapida
evolucion de patogenos y la aparicion de nuevas enfermedades. En el Ecuador los estudios de
EGM en bacterias patdgenas son escasos, hay algunos estudios, por ejemplo: el de Moser et
al., donde determinan el papel de estos elementos en la propagacion de Escherichia coli
resistente a los antimicrobianos de pollos a humanos (Moser et al., 2018). También se puede
mencionar un estudio de EGM asociados con la resistencia a los carbapenémicos en bacterias
del orden Enterobacterales (Reyes et al., 2020). A pesar de la importancia de los EGM para
desarrollar estrategias efectivas de control de infecciones y tratamientos, en Ecuador no existen
estudios significativos sobre estos en bacterias patdgenas de plantas. Por lo tanto, es crucial
comenzar a fomentar el interés y la investigacion en la identificacion y caracterizacion de EGM

para mejorar la gestion de enfermedades agricolas y fortalecer la produccion sostenible.
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6. CONCLUSION

Este trabajo otorga informacion valiosa sobre la contribucion de profagos y transposones
compuestos en la virulencia y evolucion de X. fastidiosa. Los profagos detectados en este
estudio son abundantes y desempefian un papel importante para la patogenicidad de la bacteria.
Los genes asociados con mejora de la patogenicidad y virulencia de la bacteria otorgan una
oportunidad para descubrir estrategias clave para contrarrestar su expresion y limitar la
propagacion de la bacteria. En las tres subespecies principales de X. fastidiosa los profagos
detectados poseen genes comunes que le otorgan rasgos benéficos a la bacteria. Los analisis
filogenéticos sugieren que los profagos podrian recientemente estar activos y que el
reordenamiento de genes producido podria desarrollar nuevas cepas con caracteristicas
patogénicas diferentes a las detectadas actualmente, ademas de que podria ayudar a facilitar la
infeccion de nuevos huéspedes. El andlisis de proteinas en las secuencias de profagos resalta
la presencia de toxinas, proteinas de adhesion, sistemas toxina-antitoxina y proteinas
metabolicas. En conjunto estas proteinas demuestran el éxito evolutivo y patogénico de la THG
por profagos en bacterias. La presencia de transposones compuestos es poco probable, sin
embargo, se detectd varios IS con secuencias completas que pueden ser funcionales. Esto
significa que en casos de procesos de seleccion evolutiva podrian movilizarse y alojarse en
posiciones cernas. No obstante, se deben cumplir varias caracteristicas para que un transposon
compuesto exista, entre ellas que el proceso de movilizacion del segmento de material genético
beneficie a la bacteria. A pesar de la deteccion algunos posibles transposones compuestos, en
este analisis de los genomas de X. fastidiosa no hay evidencia contundente para confirmar la
presencia de este tipo de EGM. No obstante, la evidencia actual expuesta en este trabajo realza
la importancia de los EGM en la diseminacién de genes benéficos para la bacteria. El
comprender e identificar los genes transportados es indispensable para entender la evolucion

de la bacteria y como potencialmente puede ser controlada.
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8. ANEXOS

Anexo 1.

Tabla S1. Caracteristicas generales de los genomas utilizados de Xylella fastidiosa

Subesp. Cepa Assembly Estado del CheckM CheckM  Tamaifio
accession ensamblaje  integrid.  contam. de
%o %o genoma
Temeculal GCA_000007245 Completo 97.98 0.28 2.519.802
M23 GCA _ 000019765 Completo 98.21 0.28 2.535.690
CFBP8351 GCA _028228155.1 Completo 98.21 0.17 2.534.856
IVIAS235 GCA_003515915 Completo 98.21 0.17 2.537.917
CFBP8071 GCA 004016295 Contig 97.81 0.21 2.484.287
Bakersfield-1 GCA_009664125 Completo 98.21 0.17 2.537.329
Bakersfield-11 GCA 015476015 Completo 98.21 0.17 2.554.506
Bakersfield-13 GCA_015475995 Completo 98.21 0.17 2.537.289
Bakersfield-14 GCA_015475975 Completo 98.16 0.17 2.536.882
Bakersfield-8 GCA 015476035 Completo 98.21 0.17 2.553.893
XYL2153/18 GCA 014856785 Scaffold 95.28 0.17 2.484.994
XYL1732 GCA 003973705 Contig 98.02 0.17 2.444.109
XYL2055 GCA 003973695 Contig 98.21 0.37 2.456.780
XYL2107/18 GCA 014856795 Scaffold 95.46 0.3 2.483.447
Temeculal Star GCA 006370185 Contig 98.17 0.17 2.454.666
Temeculal GCA 006370155 Scaffold 98.21 0.28 2.536.542
= Stag’s Leap GCA_021459925.1 Completo 98.21 0.17 2.543.277
8 GB514 GCA_000148405 Completo 99.18 0.0 2.491.203
2 TPD3 GCA _ 007845655 Contig 97.89 0.38 2.422.083
E TPD4 GCA_007845705 Contig 97.48 0.53  2.427.175
GV156 GCA_009910885 Contig 94.57 0.17 2.521.515
GV230 GCA _ 014249995 Completo 98.21 0.17 2.514.993
DSM 10026 GCA 900129695 Scaffold 97.84 0.28 2.431.652
ATCC 35879 GCA 011801475 Completo 97.88 0.28 2.565.504
CFBP7970 GCA_004016315 Contig 97.84 0.28 2.488.329
NOBI1 GCA 012952075 Scaffold 95.43 0.17 2.418.556
CFBP8082 GCA _004016375 Contig 98.21 0.17 2.526.675
VBI1 GCA _ 012952095 Scaffold 95.44 0.17 2.444.001
OK3 GCA_012952085 Scaffold 95.37 0.28 2.415.390
WMI1-1 GCA_028227275.1 Completo 98.21 0.17  2.514.513
EB92.1 GCA 000219235 Contig 97.9 0.28 2.475.426
CFBP8356 GCA _ 004016415 Scaffold 98.16 0.17 2.536.149
CFBP8073 GCA_028226975.1 Completo 98.11 0.17 2.669.408
CO33 GCA_001417925 Contig 97.95 0.17 2.681.926
Ann-1 GCA_000698805 Completo 96.75 0.15 2.750.603
Mul-MD GCA_000567985 Contig 97.31 0.1 2.520.555
MULO0034 GCA_000698825 Completo 98.2 0.21 2.642.186
XYL1981 GCA_009669455 Contig 95.96 0.21 2.554.510
» XYL1968/18 GCA_014856935 Contig 95.76 0.17 2.518.610
;.; XYL1752 GCA 009669505 Contig 95.89 0.34 2.579.375
= XF3348 GCA _ 009669515 Contig 95.92 0.79 2.573.395
E Fillmore GCA_ 012974105 Completo 97.87 0.17 2.526.544
CFBP8417 GCA_001971505 Contig 97.83 0.17 2.504.981
Dixon GCA_000166835 Scaffold 97.87 0.17 2.725.944
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IAS-AXF-235T10  GCA_009669465 Contig 95.89 1.18 2.550.209
IAS-AXF-212H7  GCA_009669445 Contig 95.97 0.64  2.522.542
IVIA6731 GCA_009669375 Contig 96.49 0.66  2.598.893
IVIA6586-2 GCA_009669335 Contig 95.97 0.48  2.578.155
ESVL GCA_004023385 Contig 98.19 0.28 2.554.495
IVIA5901 GCA_004023395 Completo 97.74 0.35 2.559.157
Griffin-1 GCA_000466025 Contig 98.46 0.0 2.387.314
M12 GCA_000019325 Completo 98.06 0.17  2.475.130
RedOak2 GCA 015475935 Completo 97.86 0.17 2.476.446
CFBP8416 GCA_001971475.2 Completo 97.72 0.19  2.506.765
RAARG6Butte GCA_009695485 Contig 95.95 0.19  2.466.226
LM10 GCA_012974145 Completo 97.3 0.17  2.669.650
RH1 GCA_012974125 Completo 97.91 0.82  2.678.425
Riv5 GCA_015475955 Completo 97.3 0.17  2.499.994
RAAR14plum327  GCA_009695495 Contig 95.4 0.31 2.543.559
TOS4 GCA_007713905 Contig 98.19 0.17  2.445.114
TOS14 GCA_007713995 Contig 98.19 0.17  2.445.518
Mal51 GCA_018449095 Contig 95.82 0.17  2.416.231
TOS5 GCA_007713945 Contig 98.19 0.17  2.443.867
CFBP8078 GCA_004016365 Contig 98.17 022  2.596.546
ATCC35871 GCA_000428665 Scaffold 98.66 024  2.413.131
sycamoreSy-VA GCA_000732705 Contig 97.9 0.37 2.475.880
AlmaEM3 GCA_018069645 Completo 98.05 0.17 2.487.451
BBO1 GCA_001886315 Scaffold 98.04 0.17  2.511.521
BBO08-1 GCA_018069665 Completo 98.66 0.17  2.553.631
9a5Sc GCA_000006725 Completo 97.58 0.17  2.679.306
BI111 GCA_013283685 Scaffold 99.64 0.18  2.682.276
CVC0251 GCA_001549765 Contig 96.99 0.17  2.740.246
XRB GCA_013283695 Scaffold 96.97 0.17  2.714.643
Jlal2 GCA_001456235 Completo 94.1 0.05  2.788.789
CVC0256 GCA_001549745 Contig 95.31 0.17  2.702.144
11399 GCA_001684415 Contig 96.91 0.17  2.736.060
u24D GCA_001456275 Completo 96.04 0.17  2.681.334
Fb7 GCA_001456335 Completo 98.78 0.0 2.659.912
3124 GCA_001456195 Completo 97.04 0.17  2.748.592
32 GCA_000506405 Contig 97.37 0.17  2.607.546
5 6¢ GCA_000506905 Contig 97.22 0.17  2.603.975
2 Pr8x GCA_001456295 Completo 96.64 0.17  2.666.240
Ru COF0324 GCA_001549815 Contig 97.45 0.18  2.772.556
Hib4 GCA_001456315 Completo 95.29 2.16  2.813.297
CoDiRO GCA_000811965 Contig 97.39 0.17  2.542.932
De Donno GCA_002117875 Completo 97.39 0.17 2.508.465
Salento-1 GCA_002954185 Completo 91.74 0.04  2.508.097
Salento-2 GCA_002954205 Completo 93.96 0.05  2.508.296
OLS0478 GCA_001549755 Contig 97.4 0.17  2.555.411
OLS0479 GCA_001549735 Contig 97.34 0.21 2.539.963
COF0407 GCA_001549825 Contig 97.28 0.17  2.538.474
PD7202 GCA_006370235 Contig 95.3 0.17  2.629.977
PD7211 GCA_006370175 Contig 97.21 0.13 2.651.656
CFBP8072 GCA_001469345 Scaffold 96.71 0.19  2.496.662
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Anexo 2.

Tabla S2. Analisis de distancias entre secuencias IS completas en genomas de Xylella fastidiosa

S.p. Cepa 1S200-605 IS Distancia  1S607 IS Distancia
© (kb) ©) (kb)
CFBP8071 2 IS1-1S2 N/D - - -
XYL2153/18 IS1-IS2 N/D - - -

2
XYL1732 2 IS1-IS2 N/D - - -
XYL2055 2 IS1-IS2 N/D - - -

2

2

3

XYL2107/18 IS1-1S2 N/D - - -

Temeculal IS1-1S2 N/D - - -

DSM 10026 IS1-1S2 N/D - - -
1S2-1S3 N/D

§ CFBP7970 3 1S1-1S2 N/D - - -
3 1S2-1S3 N/D
5 CFBP8082 3 IS1-1S2 N/D - - -
1S2-183 N/D
EB92.1 3 IS1-1S2 21,073 - - -
1S2-1S3 N/D
CFBP8073 3 I1S1-1S2 3,267 - - -
1S2-1S3 162,911
Ann-1 2 IS1-1S2 920,273 - - -
Mul-MD 2 1S1-1S2 N/D - - -
MUL0034 2 IS1-IS2 295,558 - - -
Fillmore 4 IS1-IS2 319,200 2 I1S1-1S2 885,314
1S2-IS3 565,535
1S3-1S4 340,147
Dixon 5 IS1-IS2 321,664 2 IS1-1S2 N/D
1S2-1S3 N/D
1S3-1S4 N/D
1S4-1S5 N/D
IVIA5901 4 IS1-1S2 578,353 2 1S1-1S2 326,267
1S2-1S3 326,348
IS3-IS4 344,155
M12 4 IS1-IS2 316,795 2 I1S1-1S2 920,670
1S2-IS3 603,296
1S3-1S4 339,589
RedOak2 4 IS1-1S2 318,133 2 1S1-1S2 921,985
1S2-1S3 603,273
1S3-IS4 339,590
CFBP8416 4 IS1-IS2 321,676 2 I1S1-1S2 886,819
" 1S2-1S3 564,564
3 1S3-1S4 343,051
£ LMo 4 IS1-IS2 363,621 2 IS1-IS2  1.026,133
§ IS2-1S3 661,933

1S3-1S4 382,648

RH1 4 IS1-1S2 361,839 2 IS1-1S2 983,844
1S2-1S3 621,426
IS3-1S4 342,090

Riv5 4 IS1-1S2 322,144 2 IS1-IS2 927,486
1S2-1S3 604,763
1S3-1S4 341,607

Mal51 2 IS1-1S2 N/D - - -
CFBP8078 2 IS1-IS2 N/D - - -
AlmaEM3 3 IS1-IS2 560,450 - - -
IS1-IS3 348,504 -
BBO01 2 IS1-1S2 N/D - - -
BBO08-1 8 IS1-1S2 629,211 4 IS1-1S2 4,185
1S2-1S3 36,259
IS3-IS4 1,093 1S2-IS3 277,547

1S4-1S5 273,571
IS5-1S6 0,933
1S6-1S7 347,258 1S3-1S4 N/D
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9a5c 2 IS1-IS2 185,647 - -

BI111 3 IS1-1S2 N/D - -
IS1-IS3 N/D
CVC0251 3 IS1-1S2 N/D - -

IS1-IS3 N/D

XRB 2 ISI-IS2  N/D - -
Jal2 2 ISI-IS2 184,890 - -
CVC0256 3 ISIIS2  N/D - -

ISIIS3  N/D
11399 2 ISI-IS2  N/D - -
U24D 2 ISI-IS2 185,642 - -
Fb7 2 ISIIS2 182,452 - -
3124 2 ISI-IS2 144,004 - -

S 6 2 ISI-IS2 184,487 - -

&  Prgx 2 ISI-IS2 185,628 - -
COF0324 2 ISI-IS2 N/D - -
Hib4 2 ISI-IS2 181,981 - -
CoDiRO 2 ISIIS2 141,787 - -
De Donno 2 ISI-IS2 141,794 - -
Salento-1 2 ISI-IS2 141,747 - -
Salento-2 2 ISI-IS2 141,753 - -
OLS0478 3 ISIIS2 141,731 - -

1S21S3  N/D
OLS0479 2 ISIIS2  N/D - -
COF0407 2 ISIIS2 N/D - -
PD7202 3 ISI-IS2 141,719 - -
1S2-1S3  N/D
PD7211 2 ISIIS2 141,941 - -

N/D: No se puede determinar-IS en diferentes contigs. Cuadros de gris: Distancias cortas entre IS
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