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RESUMEN

Agrobacterium tumefaciens es una bacteria Gram negativa patdgena que afecta a plantas,
causante de la enfermedad de agalla de la corona en rosas. El Ecuador es reconocido
mundialmente por su gran variedad de flores de exportacion, entre ellas las rosas. Sin
embargo, son pocos los estudios a nivel molecular relacionados con patdgenos que causan
enfermedades a esta planta. Es asi como un enfoque de estudio metagendmico de tumores
de agalla de corona permitira ampliar el conocimiento relacionado con su estructura
taxonémica y funcional. Por lo que el presente trabajo tuvo por objetivo aplicar
herramientas de andlisis metagendémico para la obtencion y caracterizacion del genoma
de Agrobacterium tumefaciens a partir del metagenoma de tumores de rosa. La
composicion taxondémica del metagenoma reveld que Pantoea, Agrobacterium,
Pseudomonas y Sphingomonas fueron los géneros mas abundantes y presentes de manera
concurrente en ambas herramientas de clasificacion. Sin embargo, a nivel de especie, se
observaron divergencias en la asignacién, aunque Pantoea agglomerans prevalecié como
la especie mas comun en ambas. A partir del ensamblaje del metagenoma se obtuvo el
genoma de P. agglomerans con una integridad del 100%, contaminacion del 0.52% y un
ANI del 98.49%. A nivel funcional el metagenoma presenté un total de 12351 CDSs, 7
tRNAs, 126 tRNAs y 2 tmRNAS. Por medio del mapeo del genoma de referencia de
Agrobacterium tumefaciens contra las lecturas crudas, se ensambl6 el 0.861% del
genoma, debido al limitado numero de lecturas secuenciadas. A pesar de que no se
recuperd por completo el genoma de A. tumefaciens, el organismo fue seleccionado como
el mas probable de causar tumores en la muestra. Considerando que, se recupero la
secuencia del plasmido Ti en un 69.23% Yy no se identificaron genes de virulencia para P.

agglomerans.



ABSTRACT

Agrobacterium tumefaciens is a Gram-negative bacterial plant pathogen that causes
crown gall disease in roses. Ecuador is recognized worldwide for its variety of exported
flowers, including roses. However, there are few studies at the molecular level related to
pathogens that cause diseases in this plant. Therefore, a metagenomic approach to
studying crown gall tumors will allow us to expand the knowledge related to their
taxonomic and functional structure. The objective of the work was to apply metagenomic
analysis tools to obtain and characterize the Agrobacterium tumefaciens genome from the
metagenome of rose tumors. The taxonomic composition of the metagenome revealed
that Pantoea, Agrobacterium, Pseudomonas, and Sphingomonas were the most abundant
genera and concurrently present in both classification tools. However, at the species level,
divergences in assignment were observed, although Pantoea agglomerans prevailed as
the most common species in both. From the metagenome assembly, the genome of P.
agglomerans was obtained with 100% integrity, 0.52% contamination, and 98.49% ANI.
At the functional level, the metagenome presented a total of 12,351 CDSs, seven tRNAs,
126 tRNAs, and two tmRNAs. By mapping the Agrobacterium tumefaciens reference
genome against the raw reads, only 0.861% of its genome was assembled, due to the
limited number of sequenced reads. Although the complete A. tumefaciens genome was
not recovered, the organism was selected as the most likely to cause tumors in the sample.
Furthermore, the sequence of the Ti plasmid was recovered in 69.23%, and no virulence

genes were identified for P. agglomerans.
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CAPITULO 1: INTRODUCCION

1.1 FORMULACION DEL PROBLEMA

Miembros del género Agrobacterium son considerados como organismos ubicuos de la
microflora presente en el suelo, en su mayoria son saprofitos y sobreviven
fundamentalmente de materia organica en descomposicion. Sin embargo, especies de este
género como a A. rhizogenes, A. rubi, A. vitis y A. tumefaciens causan enfermedades
neoplasicas en pantas; siendo esta Ultima la causal de la enfermedad de agalla de la corona
en rosas. Diversas investigaciones han descrito a la patogénesis de Agrobacterium como
un proceso Unico y altamente especializado, ya que involucra la transferencia de genes
entres reinos bacterianos y vegetales. La agalla de corona ha sido descrita como una forma
de “colonizacion genética”, donde la transferencia y expresion de un grupo de genes de
Agrobacterium en una célula vegetal ocasiona la proliferacion celular descontrolada y la
sintesis de sustancias nutritivas que pueden metabolizarse especificamente por la bacteria.
De esta forma se genera un nicho adecuado para la supervivencia de esta (Escobar &
Dandekar, 2003). Las plantas de rosas infectadas por A. tumefaciens desarrollan agallas
(tumores) en las zonas basales de sus tallos y raices. La enfermedad de la agalla de la
corona afecta la absorcion, el crecimiento y la produccién de nutrientes teniendo como
consecuencia una reduccion del crecimiento de la planta, lo que conlleva a pérdidas

economicas en el sector productivo (Chen et al., 2020).

El Ecuador produce una gran variedad de flores para exportacion como: rosas, flores de
verano, gypsophila, flores preservadas y claveles. Para febrero de 2022, el sector floricola
ocupd el quinto lugar dentro de los productos de exportacion no petrolera.
Adicionalmente el 75% de exportaciones de flores correspondié a rosas, lo cual colocé al
pais como el segundo exportador a nivel mundial (ExpoFlores, 2022). Por tanto resulta
innegable la importancia a nivel economico del cultivo de rosas en el pais. No obstante,
esta actividad no se encuentra exenta de desafios, como el control de plagas y

enfermedades, siendo una de ellas la agalla de la corona.

En el futuro, se espera que el manejo de la enfermedad de la agalla de la corona mejore
gracias a un mayor conocimiento de los mecanismos de defensa de la planta y las

caracteristicas de los patdgenos involucrados en la colonizacion de las plantas (Torres et
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al., 2021). Entre los enfogques que se plantean para la resistencia a la agalla de la corona
generada por A. tumefaciens se tiene a la ingenieria genética direccionada a proteinas de
virulencia y funciones tumorales que contribuyen a la transferencia del material genético
y formacion de agallas, respectivamente. También se podrian explorar la inhibicion de la
expresion de oncogenes y la manipulacion de genes de plantas para inhibir la sintesis de
proteinas que interactdan con las proteinas de virulencia (Otten, Burr, & Szegedi, 2008).
Por lo tanto, la obtencién y caracterizacion del genoma de Agrobacterium tumefaciens a
partir del metagenoma de tumores de rosa de plantas del pais facilitara investigaciones
futuras sobre la base molecular de la patogénesis y la divergencia evolutiva de las cepas

existentes en los cultivos del pais.
1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Principal

Obtener y caracterizar el genoma de Agrobacterium tumefaciens a partir del metagenoma

de tumores de rosa.

1.2.2 Objetivos Especificos

e Analizar estructuralmente la muestra metagendémica de tumores de rosa.

e Analizar funcionalmente la muestra metagenémica de tumores de rosa.

e« Ensamblar y anotar el genoma de Agrobacterium tumefaciens a partir del
metagenoma de tumores de rosa.

o Caracterizar funcionalmente el genoma de Agrobacterium tumefaciens.
1.3 MARCO TEORICO

1.3.1 Agrobacterium tumefaciens

Agrobacterium tumefaciens es una bacteria Gram negativa de suelo, con forma de bacilo,
motilidad y flagelos peritricos, perteneciente a la familia Rhizobiaceae (Finer, Fox, &
Finer, 2016). Posee la capacidad de infectar plantas por medio de un proceso que implica
la entrega de un segmento especifico de su genoma a los nucleos de células vegetales
susceptibles. EI ADN transferido (T-ADN) es una region discreta del genoma bacteriano

delimitada por repeticiones directas de 23 pb transportadas por el plasmido inductor de
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tumores (Ti). El tamafio de los plasmidos Ti varia entre los 180 hasta 800 kb (Christie,
2009).

Los plasmidos Ti codifican funciones asociadas con (i) replicacion y el mantenimiento
del plasmido, (ii) transferencia conjugativa, (iii) virulencia, (iv) uso de opina y (v)
percepcion sensorial de las sefiales exdgenas liberadas por la célula huésped y bacterias
vecinas en el sitio de infeccidén. Los genes que codifican cada una de estas funciones
comunmente estan agrupadas, con excepcion de la region de virulencia vir y el T-ADN,
y las regiones tra y trb requeridas para la transferencia conyugal del plasmido. Las plantas
no tienen la capacidad de metabolizar opiones. Sin embargo, el plasmido Ti porta genes
de catabolismo de opines, que son responsables de su transporte y degradacion,
proporcionando de esta manera una fuente de carbono y nitrogeno para la bacteria.
(Figura 1) (Gordon & Christie, 2014).

Auxins

Plant: cytokinins
opines
LB RBp,

(]

o Ty

T-DNA movement virE

T-DNA processing/transport virD Ti plasmid

T-DNA processing & recruitment virC processing

vir activator virG
Vir region

Translocation virB

Sensor kinase virA -
catabolism Opine uptake

& degradation
Ti plasmid
Ti plasmid conjugation
replication

Figura 1. Regiones del plasmido Ti que contribuyen a la infeccion (regién vir y ADN-T),
supervivencia celular en el entorno tumoral (catabolismo de opiones) y transferencia conyugal
del plasmido Ti (tray trb) (Christie, 2009).

1.3.1.1 Proceso de infeccién

La patogénesis mediada por Agrobacterium requiere de dos elementos basicos: (i) entrega
del ADN tumorogénico en el genoma de la planta (transformacion); y (ii) la alteracion
resultante del metabolismo de las células vegetales, que en consecuencia resulta en la
proliferacion celular y sintesis de compuestos nutritivos que dotan de una ventaja

selectiva para Agrobacterium (tumorogénesis) (Escobar & Dandekar, 2003).
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El proceso de transformacion inicia con la activacién de los genes de virulencia de
Agrobacterium. La activacion de dichos genes se produce ante la presencia de compuestos
fendlicos como la acetosiringona o hidroxiacetosiringona, que son liberados por plantas

que han experimentado dafio mecanico (Krenek et al., 2015).

Las moléculas liberadas son reconocidas por el sistema de transduccion de sefiales del
componente VirA/VirG2. Posteriormente se produce la adhesion de Agrobacterium a la
pared celular vegetal, 1o que conlleva a la activacion del operon Vir (localizado en el
plasmido Ti) y produccion de las endonucleasas especificas VirD1/VirD2. Estas proteinas
tienen como objetivo procesar el T-ADN del plasmido Ti y liberar un ADN-T
monocatenario (cadena ssT) por medio de un mecanismo de reemplazo de cadena. La
proteina VirD2 se ensambla de forma covalente al extremo 5’ de la cadena T, generando
el “Complejo T inmaduro”. A continuacidon, el complejo formado es transferido al
citoplasma de la célula por medio de un sistema de secrecion tipo 1V conformado por 11
proteinas VirB y VirD4, localizado predominantemente en el polo de la bacteria. De
forma independiente y por la misma via, otras proteinas de virulencia (VirE2, VirE3, VirF
y VirD5) son transportadas a la célula huésped. La formacion del “Complejo T maduro”
se da dentro de la célula huésped al ensamblar la cadena T conjugada - VirD2 con VirE2.
Las proteinas VirD2 y VirE2 protegen la cadena ssT del ataque exonucleolitico dentro
del citoplasma de la planta, ademas de que contienen sefiales de ubicacion nuclear y guian
al “Complejo T maduro” en direccion a el nacleo de la célula. La accion conjunta de
factores bacterianos y vegetales dan lugar al paso del complejo a través de la membrana
nuclear y posicionamiento en el sitio de integracion en el nicleo. Dentro del ndcleo, las
proteinas acompafantes son liberadas mediante protedlisis dirigida, y el T-ADN
monocatenario se convierte en una molécula de doble cadena para su integracion en el
genoma del huésped mediante una recombinacion no homologa. Una vez concluida la
integracion, inicia la expresion de genes codificados por T-ADN que conduce a la sintesis
de proteinas que promueven la formacién de tumores (Figura 2) (Chi et al., 2004; Pacurar
etal., 2011).

La tumorogénesis se produce gracias a que los genes presentes en el T-ADN de
Agrobacterium poseen motivos cis, necesarios para la expresion en la célula huésped.
Existen dos clases generales de genes en el T-ADN: oncogenes Yy genes relacionados con
la opina. Los oncogenes alteran la sintesis y sensibilidad de fitohormonas en la célula

infectada, generando asi el fenotipo tumoral. La acumulacion masiva de auxinas y
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citoquinas generada por la actividad de los oncogenes iaaM, iaaH e ipt conducen a una
division celular descontrolada y a la tumorigenicidad. Ademas, se infiere que los
oncogenes 6b y 5 alteran esencialmente los efectos de las fitohormonas en la célula,
aumentando la sensibilidad a las auxinas y disminuyendo la sensibilidad a las citoquinas.
En el caso de los genes relacionados con la opina, no se encuentran involucrados
directamente en la tumorogénesis. Sin embargo, los opiones proveen un sustrato de
crecimiento para Agrobacterium y promueven el intercambio conyugal del plasmido Tiy

la quimiotaxis (Escobar & Dandekar, 2003).

1
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Figura 2. Modelo del proceso de transformacion mediado por Agrobacterium (Pacurar et al.,
2011).

1.3.2 Enfermedad de la agalla de la corona

La agalla de la corona es una enfermedad tumoral vegetal causada por A. tumefaciens. El
rango de huéspedes de la enfermedad de agalla de la corona esta limitada a plantas
dicotileddneas, con ciertas excepciones entre las monocotiledoneas y las gimnospermas
(Chandrasekaran et al., 2019). En el caso del género Rosa la mayoria de sus especies son

susceptibles a la agalla de la corona (Chen et al., 2020).
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Las agallas (tumores) son el resultado del crecimiento descontrolado de tejido vegetal no
diferenciado en el sitio de infeccion de la bacteria. La infeccidn en rosas generalmente
sucede a nivel de la corona de la planta, es decir en la linea del suelo, pero también puede
ocurrir en ramas o raices. La generacion de agallas puede suceder a los 14 dias, asi como
6 meses después del ingreso de la bacteria en la planta (Duman et al., 2018). En un inicio
las agallas aparecen como crecimientos pequefios, redondos, blanquecinos y blandos,
pero a medida que aumentan de tamafio comUnmente sus superficies se tornan retorcidas
y los tejidos superficiales toman una coloracion marrén debido a la muerte y
descomposicion de las células periféricas, la descomposicion de estos tejidos libera
bacterias causantes de la enfermedad al suelo donde pueden ser transportadas en el agua
e infectar nuevas plantas (Agrios, 2005). En la Figura 3 se esquematiza el ciclo de la

enfermedad de la agalla de la corona causada A. tumefaciens.
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Figura 3. Etapas de desarrollo de la enfermedad de agalla de la corona producida por A.
tumefaciens (Agrios, 2005).

Debido a que la infeccidn solamente se da a través de una herida, la propagacion de la
enfermedad comUnmente es el resultado de practicas horticolas como la preparacion del
campo, la poday el riego. Los insectos, nematodos y materiales de injerto también pueden

propagar la bacteria. Ademas, se debe recalcar que A. tumefaciens tiene la capacidad de
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sobrevivir en el suelo por hasta tres afios, lo que perjudica notablemente las practicas de

manejo de la enfermedad (Duman et al., 2018).

A pesar de que la enfermedad de agalla de corona cominmente no es fatal a menos que
la infeccidn se genere en plantas jovenes, existe una disminucion en el rendimiento y/o
vigor del cultivo. La reduccién de la productividad de las plantas agalladas puede deberse
a factores como la disminucion del flujo de agua y nutrientes en consecuencia de la
vasculatura dafiada o constrefiida en el sitio de desarrollo de las agallas, asi como a la
asignacion de agua y nutrientes a las mismas. Adicionalmente las agallas de corona son
sitios de infeccidn secundaria para otros fitopatdgenos o plagas, que pueden incrementar

la susceptibilidad de las plantas al estrés abiotico (Escobar & Dandekar, 2003).

1.3.3 Metagenomica

El término metagenoma se refiere a la suma de los genomas de todos los organismos
presentes en una muestra ambiental. La metagenomica por tanto es el estudio de una
coleccion de material genético de una comunidad mixta de organismos. Las principales
areas de estudio de la metagendmica son la diversidad microbiana, la estructura de la
poblacion, las relaciones genéticas y evolutivas, la actividad funcional y las relaciones de
cooperacion y la relacion con el medio ambiente. La investigacion metagenémica se ha
desarrollado rapidamente en areas como la medicina, agricultura, proteccién ambiental,
entre otras (Zhang et al., 2021).

En los ultimos afos, han surgido una serie de nuevas tecnologias de secuenciacion que
incrementan la viabilidad de los proyectos metagenémicos. Estas tecnologias
proporcionan una secuenciaciéon mas barata, mas rapida y de mayor rendimiento. La
diversidad y la abundancia no uniforme de las comunidades microbianas hacen que la
secuenciacion de alto rendimiento sea fundamental para alcanzar una cobertura adecuada
de los miembros de una comunidad. Dado que cada tecnologia de secuenciacion presenta
distintos beneficios y dificultades, la seleccién de la tecnologia dependera de las
caracteristicas del proyecto y en ultima instancia puede determinar el éxito relativo del

mismo (Bragg & Tyson, 2014).

Las tecnologias de secuenciacion de segunda generacion (SGS) han dominado el mercado
gracias a su capacidad de producir enormes volimenes de datos a un bajo precio, siendo

los secuenciadores Illumina los mas utilizados. Sin embargo, cuando existe la presencia
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de elementos repetidos en las secuencias el ensamblaje puede verse comprometido. Las
tecnologias de tercera generacion (TGS) basada en lecturas largas surgieron como una
solucién prometedora a los problemas que presentaban las SGS. Las TGS son utilizadas
para la reconstruccion de regiones altamente contiguas en genomas eucariéticos y
genomas microbianos de novo con alta precision, siendo PacBio y Oxford Nanopore las
tecnologias mas importantes de esta generacion. No obstante, las lecturas largas presentan
tasas de error por secuencias de hasta 10% a 15%, por lo que es necesario implementar
una etapa preliminar de correccién antes o después de un proceso de ensamblaje
(Dominguez Del Angel et al., 2018).

1.3.3.1 Ensamblaje y anotacion de genomas

Independiente de la tecnologia de secuenciacion seleccionada el flujo de trabajo para el
ensamblaje de genomas serd el mismo al mostrado en la Figura 4. La etapa inicial
corresponde al control de calidad, las lecturas obtenidas de la secuenciacién son
examinadas para determinar su calidad, presencia de adaptadores y contaminantes.
Durante la etapa de ensamblaje, frecuentemente se prueban distintos ensambladores, para
después comparar los resultados en la etapa de validacion del ensamblaje, donde a su vez
se identifica y corrige los errores de ensamblaje. Un ensamblaje éptimo es aquel que se
forma con las secuencias ensambladas mas largas posibles con el menor nimero de

errores de ensamblaje (Dominguez Del Angel et al., 2018).

| FASTQ
Quality How many reads are available? |

Do they represent the genome? |

FASTQ

d Control Are there adapters present? }
- QcC report
<
e Trimming FASTQ
' CPTIONA ) ) Erroneous sequences and
© L Flltermg adapters are removed ‘
ot [If required before assembly]
1] Data Clean reads
©
4]
o

Sequence Reads are assembled into
Assembly contiguous sequences
2 i FASTA contigs

FASTA contigs
Assembly Is the result better or worse

" » compared to other assembly
Validation |[Sess

Assembly report

Figura 4. Pasos generales en un flujo de trabajo para el ensamblaje de genomas (Dominguez Del
Angel et al., 2018).
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La anotacion del genoma es el proceso de derivar la informacion estructural y funcional
de una proteina o gen a partir de un conjunto de datos sin procesar por medio de diferentes
técnicas de analisis, comparacion, estimacion, precision y otras técnicas de mineria. La
anotacion del genoma es fundamental ya que la secuenciacion de genoma o ADN produce
secuencias sin informacion acerca de sus caracteristicas estructurales y roles funcionales
(Harbola et al., 2022).
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CAPITULO 2: MATERIALES Y METODOS

Para el presente proyecto se utilizO una muestra metagendmica obtenida a partir de
tumores de rosa perteneciente a una empresa floricola del pais, misma que fue
secuenciada con tecnologia Illumina paired-end. Las lecturas del hospedero fueron

mapeadas y filtradas previamente por el laboratorio IDgen.

Los andlisis se realizaron en dos ambientes: (i) en el terminal de Linux y (ii) en la
plataforma del U.S. Department of Energy Systems Biology Knowledgebase (KBase,
http://www.kbase.us/). Dentro de KBase se utilizo el protocolo publicado por Chivian et
al. (2023) que conjugan las narrativas 33233 y 62384, para la extraccion y analisis del

genoma ensamblado en metagenomas a partir de microbiomas.

2.1 EVALUACION DE CALIDAD

Para garantizar la calidad de los datos se realiz6 un control de calidad para eliminar bases
de baja calidad, adaptadores y posibles lecturas contaminantes. Inicialmente se importo
las lecturas crudas en formato FASTQ dentro de Kbase como un objeto ‘Reads Library’.
La evaluacién de calidad de las lecturas se ejecutdé mediante la aplicacion FastQC -
v0.12.1 (Andrews, 2010).

2.2 EVALUACION DE LA ESTRUCTURA TAXONOMICA

La evaluacion de la estructura taxondmica del metagenoma se realiz6 en Kbase con las
aplicaciones Kaiju - v1.7.3 (Menzel, Kim, & Krogh, 2016) y GOTTCHA2 - v2.1.7
(Freitas et al., 2015). En el caso de Kaiju se valoro la presencia de organismos bacterianos
utilizando la base de datos RefSeq Genomes (no Euks), mientras que GOTTCHAZ2 evalu6
la presencia de hongos en la muestra con la base de datos GOTTCHAZ2 fungal db. La
seleccidn del clasificador se llevo a cabo siguiendo las recomendaciones establecidas en
el protocolo de Chivian et al. (2023). Donde se destaca que, en caso de que se tenga alguna
sospecha de presencia de hongos en la muestra, GOTTCHAZ2 - v2.1.7 cuenta con una base
de datos optimizada especialmente para hongos, lo que permite lograr una clasificacion

maés precisa de las lecturas.
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2.3 ENSAMBLAJE DEL METAGENOMA

Se utilizo tres ensambladores distintos: MEGAHIT - v1.2.9 (Li etal., 2015), IDBA-UD -
v1.1.3 (Peng et al., 2012) y metaSPAdes - v3.15.3 (Nurk et al., 2017). Posteriormente se
examinara y comparara los ensamblajes obtenidos utilizando la herramienta QUAST -
v4.4 (Gurevich et al., 2013) por medio de métricas como N50 y L50. Ademas, se utilizé
la variacion de los informes de QUAST presente en Kbase denominada Compare
Assembled Contig Distributions - v1.1.2 (Arkin et al., 2018) para seleccionar el

ensamblaje méas apropiado con el que se continue el analisis.

A continuacién se realizo el agrupamiento de bins por medio de las aplicaciones MaxBin2
- v2.2.4 (Wu, Simmons, & Singer, 2016), MetaBAT2 - v1.7 (Kang et al., 2019) y
CONCOCT - v1.1 (Alneberg et al., 2014). Los outputs obtenidos de cada una de las
aplicaciones sirvieron como input para la herramienta DAS-Tool - v1.1.2 (Sieber et al.,
2018), como resultado se obtuvo bins optimizados como resultado del consenso de los
resultados de las aplicaciones de agrupamiento individuales. Se evaluo la calidad de los
bins por medio de CheckM - v1.0.18 (Parks et al., 2015), entre los resultados se obtuvo
una representacion grafica donde se pudo observar los marcadores filogenéticos para cada
bin y una tabla donde para cada bin se asign6 un clado taxonémico, nimero de recuentos,

integridad y contaminacion.

Finalmente se realizd la asignacion taxondmica de los bins utilizados por medio de la
herramienta GTDB-Tk - v1.7.0 (Chaumeil et al., 2020).

2.4 ANOTACION DEL METAGENOMA

La anotacion del metagenoma se realizo en las herramientas Prokka - v1.14.5 (Seemann,
2014) y RAST - v1.073 (Aziz et al., 2008) teniendo como dato de entrada el mejor
ensamblaje obtenido previamente. El resultado de RAST - v1.073 se carg6 en la

herramienta DRAM (Shaffer et al., 2020) para una mejor visualizacion.

2.5 ENSAMBLAJE DE GENOMAS Y MAPEO DE GENES DE VIRULENCIA

Debido a que ninguno de los bins generados desde el ensamblaje del metagenoma
correspondié al genoma de Agrobacterium tumefaciens, se procedié a mapear su genoma

de referencia contra las lecturas crudas con ayuda del programa Bowtie2-2.5.1
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(Langmead & Salzberg, 2012). Adicionalmente se mapeo el genoma de referencia de
Agrobacterium larrymoorei dado los resultados obtenidos en el anélisis taxonomico del

metagenoma.

En virtud de que no se logré ensamblar el genoma completo tanto de A. tumefaciens como
de A. larrymoorei. Se utilizé el programa Geneious Prime 2023 (Biomatters Ltd) para
mapear las lecturas crudas contra dos genes de virulencia (PthG y HsvG) para Pantoea
agglomerans y una base de datos de plasmidos Ti generada por el laboratorio IDgen, con
el objetivo de determinar el organismo causante de tumores de rosa en la muestra

analizada.

26 COMPARACION DE LOS PERFILES TAXONOMICOS BACTERIANOS
DE LOS METAGENOMAS DE TUMOR DE ROSA Y DE TEJIDO SANO.

La comparacion de los perfiles taxondémicos se llevé a cabo utilizando la herramienta
Kaiju - v1.7.3, en combinacion con la base de datos RefSeq Genomes (no Euks). Se
realizd un andlisis conjunto de los metagenomas obtenidos de las muestras de tumor de
rosa y de tejido sano. La muestra metagendmica de tejido sano (in vitro) provino de la
misma empresa floricola que la de tumor de rosa, y de igual manera fue secuenciada con
tecnologia Illumina paired-end. Es relevante mencionar que previamente, el laboratorio

IDgen realiz6 el mapeo y filtrado de las lecturas del hospedero.
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CAPITULO 3: RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 CONTROL DE CALIDAD DE LAS LECTURAS DE SECUENCIACION

Se trabajo con un total de 13 726 514 lecturas paired-end con una longitud de 150 bp.
Utilizando el programa FastQC se efectu0 el control de calidad de las lecturas - v0.12.1,
la Figura 5 muestra la calidad de las secuencias por base. En la grafica el eje Y contiene

las puntuaciones de calidad, mientras que el eje X la posicion en la lectura.

Las puntuaciones de calidad (Phred score) indican la probabilidad de que una base haya
sido llamada correctamente. Por lo general las puntuaciones varian entre 2 y 40,
puntuaciones altas indican una mayor confianza en la llamada (Sathyanarayanan et al.,
2019). La gréafica se divide en zonas de color en funcién a rangos de calidad, el color
verde representa una muy buena calidad (>28), el color naranja calidad razonable (20-28)
y el color rojo mala calidad (0-20). La calidad de las lecturas tanto forward y reverse se
encontraron en la zona verde, por sobre la puntuacion de 34; por tanto se las consideré de

alta calidad.

@Per base sequence quality @Per base sequence quality

Figura 5. Calidad de las secuencias por base para las lecturas forward (izq.) y reverse (der.).

El contenido de GC de las lecturas se observa en la Figura 6. La curva roja corresponde
al contenido de GC de la muestra, en tanto que la curva azul representa una distribucién
normal de referencia del contenido de GC calculada a partir de los datos de entrada. El
pico central indica el contenido general de GC, las lecturas forward y reverse presentaron
su pico mas alto en 44%. Las curvas de las lecturas presentaron forma similar a la curva

de referencia y no se observo picos adicionales o desplazamiento sobre el eje X.
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Figura 6. Contenido de GC para las lecturas forward (izq.) y reverse (der.).

Adicionalmente, el reporte generado por FastQC mostré que tanto las lecturas forward y
reverse obtuvieron una calidad promedio de 36 (Figura 7) y que no existio la presencia
de adaptadores. Por consiguiente, al integrar estos resultados con los expuestos
previamente, se infiere que las lecturas son de buena calidad y no requirieron someterse

a ningun procedimiento de preprocesamiento.

@per sequence quality scores @rer sequence quality scores

Qualty score distribution aver all sequences Qualty scare distribution over sl sequences

4 5 2 2 2@ 2 3 . 32 33 3 3w % 7 ETR T 7 28 0 o 1
Mean Sequence Gualty {Fhred Scora) n ¢ [

Figura 7. Puntuaciones de calidad por secuencia para las lecturas forward (izq.) y reverse (der.).

3.2 CLASIFICACION TAXONOMICA DEL METAGENOMA

Posterior al control de calidad de realizé la clasificacion taxondmica del metagenoma por
medio de la herramienta Kaiju - v1.7.3 utilizando la base de datos RefSeq Genomes (no
Euks). La clasificacion a nivel de filo se observa en la Figura 8, donde se registra que el

porcentaje de lecturas clasificadas fue menor al 20%.

Dentro de las lecturas clasificadas, Proteobacteria fue el filo con mayor presencia seguido

de Cyanobacteria, Actinobacteria, Firmicutes y Bacteroidetes. Ademas, se registré un
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pequefio porcentaje de virus, asi como filos que tienen una presencia menor al 0.5% y

lecturas que no fueron asignadas a ningun filo.
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Figura 8. Clasificacion taxondémica a nivel de Filo.

El alto porcentaje de lecturas sin clasificar puede deberse principalmente a dos factores
que se analizan a continuacion. Considerando que Kaiju es un clasificador taxonémico
basado en proteinas, su principal desventaja es la incapacidad de clasificar lecturas que
se originan en regiones gendmicas no codificantes (Menzel, Kim, & Krogh, 2016). Por
tanto, los clasificadores basados en proteinas tienden a presentar muchas mas lecturas sin
clasificar, en comparacién con los clasificadores de ADN. No obstante, pueden ser mas
sensibles a secuencias nuevas y variables debido a que las secuencias de aminoacidos

tienen tasas de mutacién més bajas que las secuencias de nucleétidos (Ye et al., 2019).

Los metagenomas asociados a un huésped suelen contener una proporcion significativa
de secuencias contaminantes generadas a partir de genoma del huésped (Mande,
Mohammed, & Ghosh, 2012). Dado el alto porcentaje de lecturas no clasificadas se
infiere que, lecturas contaminantes del huésped persistieron después del mapeo y

remocion de lecturas concordantes con el genoma de Rosa sp.

Otros elementos que pueden incidir en el establecimiento de la diversidad taxondmica de
una comunidad son: la eficiencia de los pasos experimentales iniciales (recoleccién de
muestras, preparacion y extraccion de ADN), el proceso de secuenciacion puede pasar

por alto microorganismos de baja abundancia y que no existe un software “gold standard”
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para el procesamiento de secuencias huésped (Mande, Mohammed, & Ghosh, 2012;

Zhang et al., 2021).

Las categorias taxondmicas de clase, orden, familia, género y especie se muestran en las

Figuras 9, 10, 11, 12 y 13, respectivamente.
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Figura 10. Clasificacion taxondmica a nivel de Orden.
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Figura 11. Clasificacion taxondmica a nivel de Familia.
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Figura 13. Clasificacidn taxonémica a nivel de Especie.

Un total de 22 géneros fueron asignados siendo Pantoea, Sphingomonas, Pseudomonas,
Novosphingobium, Synechococcus y Agrobacterium los taxones con mayor

representacion.

A nivel de especie los taxones con mayor presencia fueron Pantoea agglomerans,
Agrobacterium larrymoorei, Oxynema sp. AP17, Novosphingobium sp. P6W,

Novosphingobium resinovorum y Sphingomonas insulae, de un total de 14.

En relacion con las especies de mayor presencia se puede destacar 1os siguientes aspectos.
Pantoea agglomerans se encuentra altamente distribuida en la naturaleza y ha sido aislada
de plantas, humanos, animales y agua. Comunmente se relaciona con plantas como una
bacteria enddfita o epifita. Sin embargo, se han registrado aislados patogenos
tumorogénicos que inducen la generacion de agallas en plantas de gypsophila, remolacha,
abeto de Douglas, glicina y arandano (Weinthal et al., 2007). No se encontré estudios que

relacionen a tumores en rosas con P. agglomerans.

Agrobacterium larrymoorei provoca tumores aéreos en plantas de Ficus benjamina
(Bouzar & Jones, 2001). No obstante, no existen registros de otros hospederos para esta

especie.
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Por otra parte Novosphingobium sp. P6W y Novosphingobium resinovorum no han sido
vinculadas con la generacion de tumores en plantas, pero presentan potencial como

promotores de crecimiento vegetal.

Novosphingobium sp. P6W se caracteriza por utilizar el ABA (Acido abscisico) como
fuente de carbono y energia. La bioconversion de ABA puede ser relevante para preservar
niveles bajos de esta fitohormona en el suelo y contrarrestar los efectos adversos de las
concentraciones altas de ABA, en la germinacion de semillas y desarrollo de raices
(Gogoleva et al., 2019). Por otra parte, Novosphingobium resinovorum ha mostrado la
capacidad de solubilizar fosfato inorganico y producir sideréforos (Rincon-Molina et al.,
2021).

En el caso de Sphingomonas insulae sp y Oxynema sp. AP17 no se encontrd

investigaciones relacionados con plantas.

Con la herramienta GOTTCHA2 - v2.1.7 se identificd Unicamente la presencia

Sarocladium strictum en la muestra.

Considerando que no existe un motivo especifico para seleccionar una herramienta de
clasificacion particular para cada grupo taxondmico, a continuacion en la Figura 14 se
muestra dendograma generado por GOTTCHAZ - v2.1.7 para bacterias utilizando la base
de datos Viral and bacterial db, y en la Figura 15 la clasificacion a nivel de especie para

hongos utilizando Kaiju - v1.7.3 con la base de datos Fungi.
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Figura 14. Dendograma generado por GOTTCHAZ - v2.1.7 para bacterias.
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Figura 15. Clasificacion a nivel de género para hongos obtenida a través de Kaiju - v1.7.3.

La clasificacion obtenida a través de GOTTCHA2 - v2.1.7 revel6 que los géneros mas
predominantes incluyen Pantoea, Agrobacterium, Pseudomonas, Edwardsiella,
Sphingomonas y Stenotrophomonas; mientras que a nivel de especie, se destacaron
Pantoea agglomerans, Agrobacterium rubi, Pantoea vagans y Edwardsiella piscicida

como los taxones mas abundantes (Figura 14).

En cuanto a la clasificacion taxondmica a nivel de especie de hongos mediante Kaiju -
v1.7.3, sobresalieron los taxones Histoplasma capsulatum, Cryptococcus neoformans,

Candida glabrata, Nannizzia gypsea y Lobosporangium transversale (Figura 15).

Al comparar los resultados obtenidos con ambas herramientas para la clasificacion
taxondmica a nivel de bacterias, se observd que a nivel de género, los taxones Pantoea,
Agrobacterium, Pseudomonas y Sphingomonas fueron los mas prevalentes tanto en Kaiju
- v1.7.3 como en GOTTCHA - v2.1.7. A nivel de especie, Pantoea agglomerans fue la
especie mas abundante en ambas herramientas. Sin embargo, en el caso de

Agrobacterium, hubo variaciones en la asignacion de especie entre las dos herramientas.
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En lo que respecta a los demas taxones a nivel de especie, se identificaron discrepancias

entre las herramientas utilizadas.

Con relacion a la asignacion taxondémica para hongos, se observé una considerable
diferencia en los taxones asignados por las herramientas. GOTTCHA2 - v2.1.7 solo
asigno un taxon a Sarocladium strictum, mientras que Kaiju - v1.7.3 asigné un total de

25 taxones a nivel de especie.

La variabilidad en la clasificacion taxondmica podria deberse a varios factores que se
detallan a continuacién. La precision de la clasificacion de lecturas metagendmicas,
independientemente de la herramienta de clasificacion empleada, depende de la calidad
y exhaustividad de la base de datos de referencia, es asi como los resultados de la
clasificacion pueden variar drasticamente en funcion de la base de datos de referencia
empleada (Smith et al., 2022). Asimismo se ha demostrado que el niUmero de genomas
utilizados para construir el indice y el sistema taxondmico de clasificacion de los genomas
puede alterar significativamente las tasas de clasificacion (Méric et al., 2019). Ademas,
Nasko et al. (2019) sefialan que la precision de clasificacion puede sufrir alteraciones en
funcion de la versién de la base de datos disponible, lo cual comprobaron utilizando la
base de datos RefSeq junto con herramientas de clasificacién basadas en k-mer. Por tanto,

estos factores pueden explicar las diferencias en la clasificacion observadas en el estudio.

3.3 ENSAMBLAJE Y ANOTACION DEL METAGENOMA

La herramienta Compare Assembled Contig Distributions - v1.1.2 permitié comprar los
resultados de los ensamblajes obtenidos por metaSPAdes - v3.15.3, IDBA-UD - v1.1.3y
MEGAHIT - v1.2.9 (Figura 15). El ensamblador que obtuvo las mejores métricas fue
metaSPAdes con un numero total de contigs de 2284, un N50 de 8588, un L50 de 159 y
su contig mas largo fue de 670475 bp.
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Figura 16. Comparacion de las métricas de los distintos ensamblajes.

3.4 AGRUPAMIENTO Y OPTIMIZACION DE BINS

El ensamblaje obtenido de metaSPAdes fue agrupado en bins utilizando las herramientas:
CONCOCT - v1.1, MaxBin2 - v2.2.4 y MetaBAT2 - v1.7. La Tabla 1 presenta los
resultados generados por cada herramienta.

Tabla 1. Resultados obtenidos por las herramientas de agrupamiento.

Input contigs Contigs agrupados Numero de bins

CONCOCT 846 22
MaxBin2 2284 2180 3
MetaBAT2 1350 3
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Se realizé la optimizacion de los bins obtenidos a través de la herramienta DAS Tool -
v1.1.2 que selecciono unicamente los bins de mejor calidad. Como resultado se obtuvo 2

bins que correspondian a 2004 contigs agrupados.

Posteriormente se evalud la calidad de los bins utilizando la herramienta CheckM -
v1.0.18. En la Tabla 2 se muestra la asignacion taxonémica preliminar realizada por
CheckM. El genoma del bin.001 se complet6 en un 90.81% y presentd una contaminacion
del 5.24 %, su fila dentro de la tabla fue resaltada puesto que no cumpli6 con los umbrales
de integridad y contaminacion establecidos (95% y 2 %).

El bin.002 presenta una integridad de genoma del 100% y una contaminacién del 0.52%.
Los taxones asignados fueron Sphingomonadales (0) y Enterobacteriaceae (f), para el

bin.001 y bin.002, respectivamente.
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Figura 17. Representacion de la integridad y contaminacion de los bins optimizados.

Tabla 2. Andlisis de los marcadores filogenéticos evaluados por CheckM.

. L # #
Bin Linaje Genomas Marcadores 0 1 2 %l %C
bin.001  o_Sphingomonadales 26 569 59 491 19 90.81 5.24
bin.002 f Enterobacteriaceae 223 876 0 872 4 100.0 0.2

*% |: Porcentaje de integridad, %C: Porcentaje de contaminacion.

3.4.1 Asignacion taxonémica de los bins

Los bins optimizados asi como los obtenidos por cada herramienta de agrupamientos
fueron asignados a un taxon utilizando la herramienta GTDB-Tk - v1.7.0. De los bins
optimizados solo el bin.002 fue asignado a nivel de especie, siendo esta Pantoea

agglomerans. La Tabla 3 muestra un resumen de los resultados generados.



Tabla 3. Asignacion taxondmica de GTDB-Tk para los bins optimizados.

FastANI
Bin Clasificacion
Referencia Taxonomia ANl  FA
d__ Bacteria d__ Bacteria;
p__Proteobacteria p__Proteobacteria;
¢__Gammaproteobacteria c__Gammaproteobacteria;
bin.002 o__ Enterobacterales; GCF_001598475.1 o__Enterobacterales; 98.49 0.94
f__Enterobacteriaceae; f__Enterobacteriaceae;
g__Pantoes; g__Pantoes;
s__Pantoea agglomerans s__Pantoea agglomerans

*F.A: Fraccion de alineamiento, ANI: Average Nucleotide Identity.

De los 22 bins obtenidos del agrupamiento por CONCOCT solo dos bins fueron
asignados a un taxén, el bin.001 a la especie Pantoea agglomerans y el bin.0016 al género
Novosphingobium. En el caso de MaxBin2 y MetaBAT2 de los 3 bins agrupados con cada
herramienta solo dos fueron asignados a nivel de taxon, bin.002 y bin.001 a Pantoea

agglomerans, y el bin.003 de las dos herramientas a Novosphingobium.

3.5 ANOTACION DEL METAGENOMA

La anotacion del metagenoma se realizd con el ensamblaje obtenido de la herramienta
metaSPAdes. La herramienta Prokka identifico un total de 12351 CDSs, 7 tRNAs, 126
tRNAs y 2 tmRNAS.

En el caso RAST solamente identifico 12365 CDSs, un nimero similar al identificado
por Prokka. Para una mejor visualizacion el archivo generado por RAST se visualizd en
la herramienta DRAM que generd la Figuras 18 donde se presenta un mapa de calor que
muestra los médulos y la cobertura de los componentes de la cadena de electrones, y la

Figura 19 que contiene las funciones metabolicas presentes.
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3.6 MAPEO DEL GENOMA DE A. tumefaciens Y A. larrymoorei

Puesto que ninguno de los bins generados en el ensamblaje del metagenoma fue
clasificado taxondmicamente para Agrobacterium tumefaciens, se procedié a mapear el
genoma de referencia del microorganismo (ASM366790v1) contra las lecturas crudas.
De las 13,726,514 lecturas crudas un total de 3420 lecturas fueron mapeadas en pares, lo

que representa aproximadamente un 0.02% del total.

Se filtraron las lecturas mapeadas y se procedié a su ensamblaje. El analisis de calidad de
QUAST reporto que el ensamblaje obtenido represent6 apenas el 0.861% del genoma de
Agrobacterium tumefaciens. La Tabla 4 contiene las estadisticas destacadas del reporte

generado por QUAST para el ensamblaje.

Tabla 4. Analisis de calidad del ensamblaje de Agrobacterium tumefaciens.

Estadisticas del Genoma

Porcentaje del genoma (%) 0.861
Alineamiento maés largo 2865
Longitud total alineada 34662
# contigs completamente desalineados 19
Longitud completamente desalineada 12791
# contigs parcialmente desalineados 0
Longitud parcialmente desalineada 0

Estadisticas sin referencia

# contigs 57

# contigs (>=0 bp) 353
# contigs (>= 1000 bp) 9
Contig mas largo 2865
Longitud total 47545
Longitud total (>= 0 bp) 136418
Longitud total (>= 1000 bp) 15152
N50 790
L50 19
GC (%) 57.97
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Dado que el andlisis taxonémico del metagenoma sefial6 la presencia de Agrobacterium
larrymoorei en la muestra, se procedi0 a mapear su genoma de referencia
(ASM514442v2). Un total de 4450 lecturas fueron mapeadas. Las lecturas mapeadas
fueron filtradas y ensambladas para su posterior analisis de calidad en QUAST. El reporte
mostré que el ensamblaje generado correspondia al 1.311% del genoma de A.
larrymoorei, donde el alineamiento més largo fue de 2865 pb y la longitud total alineada
fue de 56885 pb.

3.7 MAPEO DE LOS GENES DE VIRULENCIA DE Pantoea agglomerans

Dada la abundante presencia de lecturas de P. agglomerans y la escasa presencia de A.
tumefaciens en la muestra, surgio la sospecha de que P. agglomerans podria ser el agente
responsable de los tumores en la planta. En consecuencia, se llevo a cabo el mapeo de los

genes de virulencia de P. agglomerans para validar o refutar esta suposicion.

La transformacion de P. agglomerans en un patdgeno vegetal se dio por medio de la
adquisicion de plasmidos de patogenicidad pertenecientes a la familia pPATH (plasmido
de patogenicidad) que contiene una isla de patogenicidad (PAI). P. agglomerans pv.
gypsophilae 824-1 (Pag) y P. agglomerans pv. betae 4188 (Pab) son las cepas patogenas

mejor estudiadas (Gutiérrez-Barranquero et al., 2019).

Los genes seleccionados relacionados con la virulencia fueron PthG (AF071231.3) y
HsvG (AF071524.1). HsvG y PthG son efectores de tipo 3 (T3ES) presentes en Pag que
incitan la formacion de agallas en plantas de gypsophila. HsvG imita los activadores
transcripcionales especificos del huésped y determina la especificidad del patovar,

mientras que PthG apoya el progreso de la infeccion (Nissan et al., 2019).

El mapeo se realizé en el software Geneious Prime 2023. No se encontro lecturas que
coincidan con la secuencia de HsvG. En el caso de PthG 167 lecturas fueron mapeadas,
sin embargo no corresponden a la region CDS del gen (Figura 20). De esta forma se
descart6 que P. agglomerans fuera la bacteria responsable de la generacion de tumores

para la muestra analizada.
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pthG CDS

Figura 20. Mapeo del gen PthG contra las lecturas crudas.

Es importante destacar que, a pesar de la presencia de dos especies del género
Novosphingobium en el anélisis taxonémico del metagenoma y la asignacion de un bin a
nivel de género, no se estimé a Novosphingobium para un posterior analisis, ya que no se
encontraron reportes previos que relacionen a especies de este género como agentes
responsables de la formacion de tumores en plantas. No obstante, Gan et al. (2009) han
reportado que la cepa Rr 2-17 de Novosphingobium sp. aislada de un tumor de agalla de
corona de vid, puede influir en la virulencia de A. tumefaciens y A. vitis, mediante la
produccion de N-acil homoserina lactonas que activan el receptor de la proteina TraR,
involucrada en la regulacion del quorum-sensing para la replicacion y conjugacion del

plasmido Ti en tumores de plantas.
3.8 MAPEO DE PLASMIDOS Ti DE A. tumefaciens

Al descartar que la formacién de tumores se debe a P. agglomerans, A. tumefaciens se

convirtié en la Gnica bacteria presumiblemente responsable de los tumores en la muestra.

Las lecturas crudas fueron mapeadas contra una base de datos de plasmidos Ti generada
por el laboratorio IDgen. Como resultado un total de 3472 lecturas fueron mapeadas en
pares para el plasmido pTiKerrl08, se realizo el ensamblaje de estas y el analisis de
calidad se ejecutd en QUAST. El reporte revel6 que el ensamblaje generado corresponde
al 69.23% de la secuencia completa del plasmido pTiKerrl08 (MK439384.1) (Figura 21)

con una longitud total del alineamiento de 152808 pb.
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Figura 21. Alineamiento del ensamblaje con la secuencia completa del plasmido pTiKerrl08.

pTiKerrl08 es un plasmido Ti de nopalina (Shao & Hooykaas, 2019). La nopalina es un
tipo de opina producida por las células vegetales transformadas que contienen el T-DNA
y sirve como fuente de nutrientes para Agrobacterium. Adicionalmente se desemperfian
como sefiales que activan el quorum-sensing de Agrobacterium, forma de comunicacion
célula-célula mediante sefiales que permite la deteccion de células circundantes y

coordinar su comportamiento colectivo (Subramoni et al., 2014).

El anlisis de metagenomas de plantas puede ser desafiante puesto que las plantas poseen
genomas de gran tamafio, y pueden abrumar la representacion genémica de la comunidad
microbiana en el metagenoma. En consecuencia, el material genético de la planta sera
detectado en mayor medida que el de otros microrganismos presentes. Para contrarrestar
este efecto se han desarrollado protocolos a nivel de laboratorio que permiten separar
fisicamente las microbiota del tejido vegetal, lo que permite mejorar la eficacia de las
investigaciones metagendmicas en sistemas vegetales (Sharpton, 2014).

Ademas, los distintos niveles de abundancia de las especies en una muestra metagenémica
dan como resultado una cobertura de lectura no muy uniforme en diferentes genomas
(Lapidus & Korobeynikov, 2020). Esto sumado a que gran parte de las comunidades
microbianas son tan diversas que muchos de los genomas pueden no estar completamente

representados por las lecturas (Sharpton, 2014).

El crecimiento bacteriano y tamafio de la poblacion de A. tumefaciens en el tejido vegetal
esta supeditada a los niveles de ciertas fitohormonas de la planta. Niveles altos de auxina
generados por los tejidos afectados por tumores, evitan un incremento en la tasa de
transformacion al inhibir el crecimiento bacteriano y la virulencia. El acido salicilico (SA)
es usado por la planta como mecanismo de defensa, ya que reprime la manifestacion de
los genes vir, el crecimiento bacteriano, la union bacteriana a las células vegetales y la
virulencia (Hwang, Yu, & Lai, 2017).
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Los aspectos mencionados pudieron contribuir a la limitada cantidad de lecturas que se
obtuvieron para A. tumefaciens, lo que condiciond la recuperacion de su genoma
completo. Sin embargo, se pudo corroborar su presencia en la muestra por medio del

mapeo del plasmido pTiKerrl08.

3.9 COMPARACION DE LOS PERFILES TAXONOMICOS BACTERIANOS
DE LOS METAGENOMAS DE TUMOR DE ROSA Y DE TEJIDO SANO.

En la Figura 22 se aprecia la comparacion de los perfiles taxonémicos de los
metagenomas de tumor de rosa (M402) y de tejido sano (M387) a nivel de especie,
mediante el empleo de la herramienta Kaiju - v1.7.3 y la base de datos RefSeq Genomes
(no Euks). Las especies predominantes en la muestra de tejido sano fueron:
Mycobacterium marseillense, Pantoea rwandensis, Pantoea vagans y Mycobacterium
intracellulare. Ninguno de estos microorganismos, al igual que aquellos con una

presencia reducida, han sido previamente asociados con la induccién de tumores.
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Figura 22. Comparacion del perfil taxonémico entre los metagenomas de tumor de rosa y de

tejido sano.

Las especies de M. marseillense y M. intracellulare, miembros del complejo
Mycobacterium avium complex (MAC), son micobacterias no tuberculosas que pueden
causar enfermedades tanto en animales como en seres humanos (Hruska & Kaevska,

2012). La presencia de M. marseillense y M. intracellulare en el tejido sano puede
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explicarse ya que las bacterias pertenecientes al complejo MAC estdn ampliamente
distribuidas en el ambiente, y se detectan con regularidad en fuentes como agua, polvo
domeéstico y suelo. Ademas, debido a que sus membranas externas son ricas en lipidos
presentan una alta resistencia a la desinfeccién quimica, incluyendo agentes como el

cloro, las cloraminas y el ozono (Daley, 2017).

En lo que respecta a P. rwandensis y P. vagans no se han documentado informes que las
cataloguen como patdgenos de plantas, mas bien se ha reportado una relacion epifita con
plantas de eucalipto (Brady et al., 2009; Brady et al., 2012).

En el caso de la muestra de tumor de rosa, las especies que destacaron fueron: Pantoea
agglomerans, Agrobacterium rubi, Serratia sp. 1D1416, Sphingomonas insulae,
Novosphingobium sp. P6W. En comparacion con los resultados previos, se observaron
discrepancias, principalmente la presencia de A. rubi en lugar de A. larrymoorei y la
exclusion de Oxynema sp. AP17. Sin embargo, es relevante destacar que los analisis
iniciales y los de la presente seccion se realizaron en fechas distintas, por lo que
actualizaciones o modificaciones en la base de datos empleada pudo afectar la

clasificacion.

Al comparar los perfiles taxondmicos de las muestras, se observo que el principal factor
distintivo fue la presencia de Agrobacterium rubi en la muestra de tumor de rosa, dado
que se trata de un patdgeno reconocido por inducir agallas en plantas. Esto prevalecio
como rasgo distintivo, a pesar de las notables diferencias en la microbiota que presento
cada muestra. No obstante, una caracteristica en comdn que comparten la muestra de
tumor de rosa con la de tejido sano es la presencia de especies del género Pantoea.
Walterson y Stavrinides (2015) sefialan que diversas investigaciones han registrado la
presencia de poblaciones epifitas de Pantoea en una amplia gama de plantas, que abarcan
desde vegetales hasta frutas y cultivos de granos; este hallazgo apunta a la existencia de
adaptaciones especificas en estas bacterias que favorecen su capacidad de colonizar la
filosfera. Por consiguiente, es plausible inferir que la presencia de especies del género
Pantoea en ambas muestras es atribuible al potencial versatil de estas bacterias para

adaptarse a diferentes entornos vegetales.

Si bien no se encontraron reportes relacionados con el analisis de la microbiota en plantas

de rosa afectadas por agalla de corona, el estudio realizado por Faist et al. (2016)
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empleando el enfoque de secuenciacion de amplicones y la agrupacién de OTUs, se
enfoco en analizar la variabilidad de taxones bacterianos en las uniones de injertos en
plantas de vid con y sin agalla de corona. Los resultados revelaron que las uniones con
agalla de corona albergaban un nimero mayor de especies bacterianas distintas en todas
las estaciones en comparacién con las uniones sin agalla de corona. En cada estacion,
Agrobacterium vitis, Pseudomonas sp. y Enterobacteriaceae sp. fueron los tres OTUs
mas abundantes en las uniones con galla de corona, mientras que en las uniones sin agalla
de corona, los tres OTUs mas abundantes e incluyeron especies de Pseudomonas,
Sphingomonas sp., Curtobacterium sp, Ralstonia sp y especies de Erwinia. Esto sugiere
que las uniones sin agalla de corona no exhiben una microbiota central, llevando a la
conclusion de que la enfermedad de agalla de corona contribuye a mantener una

composicion bacteriana estable a lo largo de las estaciones

En relacion con lo expuesto, Mafakheri et al. (2022) mencionan que el tejido de agalla de
corona es un ambiente enriquecido en nutrientes y actla como una reserva de
aminoacidos, azucares y acidos organicos, que a su vez pueden utilizarse como recursos
nutricionales para el crecimiento de diversas grupos bacterianos, ademéas de las
agrobacterias patdgenas. Por lo tanto, el tejido de agalla se configura como un entorno
propicio para la posible colonizacién tanto de poblaciones epifitas como endofitas de

diversas especies bacterianas.
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CAPITULO 4: CONCLUSIONES

Los géneros Pantoea, Agrobacterium, Pseudomonas y Sphingomonas se destacaron
por ser los mas abundantes y presentaron concordancia en su deteccion mediante

ambas herramientas de clasificacion taxonémica.

A nivel de especie se observaron discrepancias en la asignacion taxonémica entre las
herramientas de clasificacion. A pesar de esto, Pantoea agglomerans se destac6 como

la especie mas abundante en ambas herramientas.

De las taxones detectados, Pantoea agglomerans y Agrobacterium han sido

reportadas como bacterias formadoras de tumores de agalla de corona.

A nivel funcional en el ensamblaje del metagenoma se identificé un total de 12351
CDSs, 7 tRNAs, 126 tRNAs y 2 tmRNAS en la muestra metagenémica.

A partir de la optimizacion de bins se logro ensamblar el genoma de Pantoea
agglomerans con una integridad del 100%, contaminacion del 0.52% y un ANI del
98.49%.

El ensamblaje de las 3420 lecturas mapeadas del genoma de referencia de
Agrobacterium tumefaciens representd apenas el 0.861% del genoma. EI nimero de
lecturas secuenciadas para A. tumefaciens pudo verse afectada por la presencia del
genoma del hospedero y los diversos niveles de abundancia de las especies en la
muestra metagendmica, y niveles de fitohormonas en la planta al momento del

muestreo.

Agrobacterium tumefaciens fue considerado como el organismo mas probable de ser
responsable de la generacion de tumores de rosa en la muestra, debido al mapeo y
ensamblaje de la secuencia del plasmido de nopalina pTiKerrl08 en un 69.23%.
Ademas de que no se registraron lecturas que correspondieran a genes de virulencia

para Pantoea agglomerans.

43



CAPITULO 5: RECOMENDACIONES

Ensayar protocolos para la separacion fisica de la microbiota del tejido vegetal y

examinar su efecto sobre los niveles de abundancia.

Probar métodos de enriquecimiento selectivo de ADN microbiano previo al proceso

de secuenciacion.

Probar distintos softwares para la remocién de contaminantes generados a partir del

hospedero y evaluar su eficacia.
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