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RESUMEN

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm) es una bacteria Gram-positiva,
responsable de la enfermedad conocida como cancro o chancro bacteriano en tomate
(Solanum lycopersicum), la cual causa pérdidas econdémicas sustanciales alrededor del
mundo. Reportes previos apuntan a la existencia de elementos ligados a la patogenicidad
codificados en pladsmidos y en una isla de patogenicidad en el cromosoma. Sin embargo,
estudios recientes han mostrado que muchos de estos elementos podrian no ser ubicuos
entre todas las cepas de Cmm. Ademas, algunos de éstos podrian no ser esenciales para el
desarrollo de la enfermedad, aunque podrian tener influencia en la virulencia.

A través de los afos, datos recolectados por el Laboratorio de Evolucién de la Diversidad
Metabdlica han apuntado a la existencia de un vinculo entre el ambiente, donde habitan las
plantas hospederas de Cmm, y el desarrollo de la enfermedad. El conocimiento de las
interacciones de bacterias fitopatbgenas proviene principalmente de organismos Gram-
negativos, como las proteobacterias, por lo que se conoce mucho menos de las interacciones
entre las plantas y las bacterias Gram-positivas. Con el surgimiento y el desarrollo de
tecnologias de secuenciacion de nueva generacion, la posibilidad de conocer y estudiar
genomas procariontes se ha incrementado en gran medida. Los datos gendémicos nos
permiten obtener una imagen del repertorio de genes de un organismo, lo que a su vez nos
provee de pistas e ideas de los mecanismos con los que interactlia con otros seres vivos. Aln
mas, la comparaciéon de estos elementos gendémicos con organismos cercanamente
relacionados puede develar aspectos importantes sobre la evoluciébn de rasgos de
patogenicidad.

Para este proyecto, se trabajé en la expansion de la base de datos genémica disponible, tanto
de Cmm como de otros organismos cercanamente emparentados, mediante el aislamiento
de cepas provenientes de plantas silvestres. El fin era obtener mas genomas para poder
establecer una clasificacion ad hoc a la naturaleza del cancro bacteriano de las cepas
mediante el uso de gendémica comparativa. Dicha clasificacion se bas6 en rasgos funcionales
en conjunto con criterios taxonémicos, evolutivos y ecoldgicos. Se propone que la
clasificacion sirva como base para la caracterizacién de los grupos mas contrastantes, para
disefiar experimentos que contribuyan a comprender como y porqué se desarrolla el cancro
bacteriano, para eventualmente disefiar estrategias de diagndstico para su control en tomate.



ABSTRACT

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm) is a Gram-positive bacteria,
responsible for bacterial wilt and canker in tomato (Solanum lycopersicum), a disease that
results in huge economical losses worldwide. Previous reports showed the existence, in Cmm,
of pathogenicity determinants coded in plasmids and a pathogenicity island in the
chromosome. However, recent studies have shown that these elements might not be
ubigquitous among all Cmm strains. Moreover, some of them might not be essential for disease
development but could influence virulence. Over the years, data collected by the Evolution of
Metabolic Diversity Laboratory have pointed to the existence of a link between the Cmm-host
plants’ environment and disease development. Knowledge of plant-pathogenic bacteria
interactions comes mostly from Gram-negative bacteria, but much less is known about the
mechanisms employed by Gram-positive pathogenic bacteria to interact with plants. With the
emergence of next generation sequencing technologies, the number of entire genomes,
mainly from prokaryote organisms, has increased greatly. Whole genome sequence data
allowed us to have a clearer picture of the gene repertoire of an organism, which in turn
provided us with clues and insights of its mechanisms of interaction with other organisms.
Furthermore, genome comparison with closely related organisms shed some light on the
evolution of pathogenic traits.

In the present work, Cmm and closely related bacterial strains were isolated from wild plants,
to expand the available genome database. The goal was to acquire more genomes to
establish a bacterial canker nature-ad hoc classification of the strains using comparative
genomics. This classification was based on functional traits along with taxonomic, evolutionary
and ecological criteria. The classification might be used as a foundation for the
characterization of the most contrasting groups to design experiments that contribute to the
understanding about how and why the bacterial canker is able to develop.



1. INTRODUCCION

1.1 La adaptabilidad de las bacterias

Las bacterias son, y seran, una de las formas de vida mas exitosas de la Tierra. Prueba de
ello es que, aunque se encuentran detras de las plantas en términos de la biomasa total del
planeta (Bar-On et al., 2018), hasta ahora la mayor parte de la diversidad de especies que se
ha encontrado en el planeta se ha derivado especialmente de bacterias. Mas aun, la
distribuciéon de estos organismos en el planeta es virtualmente tan variada como la diversidad
de ambientes existentes: si un rincdn puede ser habitado por formas de vida, casi
seguramente éstas seran microorganismos. Estos seres vivos son capaces de llevar a cabo
semejante proeza, ya que poseen una gran combinacién de mecanismos de respuesta a
factores ambientales, lo que les da la habilidad de adaptarse a un sinnimero de condiciones
(Bleuven & Landry, 2016; Dutta & Paul, 2012).

La pérdida, ganancia y la modificacién de genes, donde se codifican los mecanismos para
hacerle frente a los cambios ambientales, moldean la arquitectura del genoma de estos
microorganismos. Dicha dinamica les da acceso a un amplio repertorio genético (Bobay &
Ochman, 2017; Pallen & Wren, 2007), algo que constituye otro de los pilares de su capacidad
de respuesta. Esta flexibilidad gendmica no sélo les permite responder rapidamente a su
entorno; también tiene una enorme influencia en las interacciones que establecen con otros
organismos. Tanto la dinAmica genémica, como los procesos biolégicos que subyacen bajo
las interacciones entre las bacterias y sus hospederos, son un objeto creciente de estudio,
mediante enfoques como la filogendémica y la gendémica comparativa (Gutiérrez-Garcia et al.,
2018; Simon et al., 2017; Wattam et al., 2014).

1.1.1 La filogenémica y la genémica comparativa

La secuenciacion del primer genoma completo marcé el inicio del campo de la genémica y la
llegada de las tecnologias de secuenciacion de nueva generacion ayudo a su florecimiento.
Hubo un dramatico incremento en la obtencion de informacion gendmica de muchos
organismos, principalmente aquellos de genomas pequefios como las bacterias (Land et al.,
2015). La disponibilidad de genomas enteros no solamente ha dado cuenta de la variabilidad
de los genomas bacterianos, también ha cambiado la visiébn de como éstos evolucionan. Los
microorganismos cuentan con mecanismos que les permiten incrementar, disminuir o
reacomodar grandes porciones de sus genomas rapidamente, lo que les permite responder
con igual velocidad a cambios ambientales y adaptarse a nuevos nichos (Weissenbach,
2016).

Entender cémo se desarrolla este proceso adaptativo es especialmente importante cuando
se estudia un organismo capaz de causar una enfermedad. La observacion de las diferencias
y similitudes de ciertos rasgos funcionales entre cepas de una especie no solamente ayuda
a comprender la historia epidemiolégica de ésta, también proveen informacién del conjunto
de genes determinantes para la patogenicidad. Asi mismo, la comparacion con otras
especies relacionadas permite comprender cédmo evolucionan estos rasgos (Klemm &
Dougan, 2016; Bentley & Parkhill, 2015). Este enfoque, util para el estudio de un organismo
desde las perspectivas evolutiva y gendmicas, se le llama filogendmica. En este trabajo se
propone el analisis de los rasgos de Cmm bajo la lupa de la filogendmica para determinar la



relacion entre su comportamiento con la variacion genémica durante el desarrollo del cancro
bacteriano, complementando los analisis de gendmica comparativa publicados durante el
desarrollo de esta tesis (Tambong, 2017; Thapa et al., 2017).

1.2 Interacciones planta-microorganismo

Dentro de las interacciones entre planta y microorganismos existen distintas variables que las
hacen diversas. Pueden establecerse entre tejidos especificos de la planta hospedera;
pueden ocurrir dentro o fuera de la planta, en momentos especificos, o establecerse entre
organismos especificos o comunidades enteras (Imam et al., 2016). Los resultados de esta
interaccion para la planta pueden variar desde ser benéficos hasta desfavorables, lo que
puede tener un gran impacto en su desarrollo. Dado el resultado de esta relacién, un
microorganismo puede ser tradicionalmente clasificado dentro de un rango que va de
mutualista a patégeno. La evolucion de este tipo de relaciones esta altamente influenciada
por el contexto en el que el par microbiota-hospedero se desenvuelve. Existen modelos que
predicen que la calidad ambiental (entendida como la abundancia de todos los recursos y
factores que pueden impactar el crecimiento, reproduccién y supervivencia de un organismo),
asi como la complejidad bittica de un ambiente (nUmero potencial de especies o cepas con
las que se podrian interactuar y tener conflictos ecolégicos y evolutivos), pueden promover la
inclinacion a formar relaciones mutualistas o parasitico-patdgenicas en un ecosistema (Thrall
et al., 2007; Fig. 1). Sin embargo, un microorganismo usualmente no se ajusta exactamente
a una categoria en particular (Newton et al., 2010). Algunos microorganismos pueden cambiar
su relacion con su hospedero debido a su ciclo natural (Koeck et al., 2011), mientras que, en
otros, es parte de su respuesta al contexto en el que viven. A los organismos que entran
dentro de esta segunda categoria se les denomina anfibiontes.
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Figura 1. Modelo de prediccion de coevolucién de interacciones mutualistas y parasitico-patogénicas
respecto ala calidad y la complejidad bidtica de un ambiente (tomado de Thrall et al., 2007). Las cajas en las
esquinas describen los estadios de coevolucién de las interacciones de organismos en un ambiente como
consecuencia del aumento o disminucién de la calidad ambiental o la complejidad biética. Las flechas describen
los cambios que se dan entre estos estadios a medida que la calidad ambiental o la complejidad biotica varian.
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1.3 Anfibionte

Usualmente, se define a un anfibionte como un organismo que, dependiendo del contexto,
puede cambiar de una relacion mutualista a una patdgena y viceversa (Cho & Blaser, 2012).
Si bien esta definicion contiene la caracteristica principal de un anfibionte, que es el cambio
en la interaccién dependiente del contexto, requiere del aporte de mas detalles para
comprender qué caracteristicas estan presentes en estos organismos y sus implicaciones.

Para Theodore Rosebury (1962), el término comensal acarreaba cierta imprecisién al
describir la relacion que tenian ciertos microorganismos con sus hospederos. Rosebury
pensaba que la palabra “comensal’ implicaba una relacion de naturaleza pasiva 0
mutuamente neutral entre hospederos y microbios, algo que consideré incorrecto dado que
no se ajustaba con las observaciones de estos organismos actuando, en ocasiones, como
patégenos. Por otra parte, se percatd que en algunos microorganismos podian existir a la vez
caracteres asociados con distintos tipos de interacciones como patogénicas o comensales.
Para describir la naturaleza variable de estos organismos, Rosebury acufié el término
anfibionte como una posicion espectral entre el mutualismo y la patogenicidad que también
puede combinarse con estos estados.

Stanier y colaboradores (1986) retomaron la idea de una relacién variable entre microbios y
hospederos e incluso fueron mas alla al sugerir que este cambio en la interaccion esta
relacionado con las condiciones ambientales. Mdltiples observaciones, mas recientes,
apoyan tanto la visibn de Rosebury como la del grupo de Stanier: Muchos de los
microorganismos que viven en asociacién con un hospedero tienen estilos de vida que
albergan la posibilidad de distintos tipos de interacciones con éste, lo cual esta en funcion del
contexto en los que se encuentren. ¢ Pero, qué elementos forman parte del contexto?

1.3.1 Lecciones del anfibionte mas famoso.

Helicobacter pylori es sin duda el ejemplo mas conocido de un organismo anfibionte.
Conocida como una bacteria relacionada con el desarrollo de enfermedades como Ulcera
gastrica, tejido linfoide asociado a mucosas, tumores y adenocarcinomas gastricos en
humanos (Thaker 2016), H. pylori también ha sido asociada a la disminucién del riesgo de
desarrollar reflujo gastroesofagico y cancer de eso6fago (Blaser, 2005). Debido a su gran
notoriedad, se han llevado a cabo numerosos estudios sobre H. pylori los cuales aportan
ejemplos sobre los elementos que conforman el contexto a los que responde un anfibionte.

El primero de estos elementos es el ambiente al que H. pylori como su hospedero estan
sujetos. En el caso de esta bacteria, la influencia del ambiente se traduce, por ejemplo, como
factores asociados a la dieta de su hospedero, la cual puede estar influenciada por factores
demograficos y del estilo de vida de éste (Akhter et al., 2007). EI mismo hospedero es otro de
los elementos dentro del contexto. El tracto intestinal de aproximadamente la mitad de la
poblacién mundial esta colonizado por H. pylori (Hooi et al., 2017). Sin embargo, la infeccion
con esta bacteria normalmente no presenta sintomas (Diaconu et al., 2017). Estudios apuntan
a factores fisiolégicos, como la edad, o factores genéticos que hacen a algunos individuos
mas propensos a desarrollar las enfermedades asociadas con la presencia de esta bacteria
(Atherton & Blaser, 2009; Marginean et al., 2017). El dltimo de los elementos que influyen
sobre el comportamiento de H. pylori es la_comunidad de microorganismos con la que
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comparte su nicho. Dependiendo de su composicién, ésta tiene un efecto promoviendo o
atenuando su comportamiento patogénico (Martin & Solnick, 2014).

Cabe mencionar que hay otro elemento fuera del contexto que tiene un gran peso sobre el
comportamiento anfibionte de H. pylori y este es su contenido genémico. La variaciéon en la
presencia o modificacion de elementos gendmicos clave en la interaccion de H. pylori con su
hospedero tiene como resultado que en cepas distintas se observen diferentes efectos sobre
la interaccién, por ejemplo: en la sefializacion celular bacteria-hospedero, lo que a su vez
implica distintos riesgos de desarrollar enfermedades asociadas con la presencia de esta
bacteria (Atherton & Blaser, 2009). Es decir, que el contenido gendmico de una cepa de H.
pylori puede favorecer que la respuesta de esta bacteria a su contexto se incline hacia un
lado u otro del espectro mutualista-patdgeno.

¢, Qué otros ejemplos de anfibiontes existen? Como se desarrolla mas adelante en esta tesis,
la enfermedad en tomate (Solanum lycopersicum) conocida como cancro bacteriano causada
por la actinobacteria Clavibacter michiganensis subsp michiganensis (Cmm), es otro caso de
un organismo anfibionte en el cual se han visto semejanzas en cuanto a la influencia del
contexto (ambiente, hospedero, comunidad) y contenido genémico en el desarrollo de la
enfermedad causada por esta bacteria.

1.4 Taxonomia de Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis

Cmm pertenece al orden de las Micrococcales, que comprende a un grupo diverso dentro del
filo Actinobacteria, las cuales son bacterias Gram-positivas con alto contenido de (G + C) y
gue ocupan una amplia variedad de nichos. Dentro de éstos se encuentran el suelo, tractos
intestinales de animales, cuerpos de agua dulce y salada, plantas e insectos, entre otros
(Behrendt, 2002; Bredon et al., 2018; Dhanjal et al., 2011; Han et al., 2003; Hird et al., 2015).
Hay 15 familias reconocidas dentro de este orden: Brevibacteriaceae, Cellulomonadaceae,
Dermabacteraceae, Dermatophilaceae, Intrasporangiaceae, Jonesiaceae,
Promicromonosporaceae, Bogoriellaceae, Dermacoccaceae, Rarobacteraceae,
Sanguibacteraceae, Beutenbergiaceae, Ruaniaceae, Micrococcaceae y Microbacteriaceae
(Busse, 2015). Esta ultima familia es notable por tener cinco géneros distintos de bacterias
con especies fitopatdgenas conocidas: Arthrobacter, Curtobacterium, Rathayibacter,
Leifsonia y Clavibacter (Eichenlaub & Gartemann, 2011).

Hasta hace poco se reconocia a Clavibacter michiganensis como una Unica especie, con 9
subespecies, 7 de las cuales estaban asociadas a hospederos especificos y 2 a semillas de
pimiento y chile. Sin embargo, analisis genémicos recientes han resultado en la reclasificacion
de estas subespecies en distintas especies (Li X, et al., 2017; Starodumova et al., 2018). La
mayor parte de las especies reconocidas de Clavibacter tienen la capacidad de infectar y
causar enfermedad en los hospederos de donde fueron aisladas (Eichenlaub et al., 2006).
Sin embargo, existen algunas excepciones a esto, tales como C. chilensis y C. michiganensis
subsp. californiensis que fueron aisladas de S. lycopersicum, al igual que C. michiganensis
subsp. michiganensis (Yasuhara-Bell & Alvarez, 2014), pero solamente ésta Ultima es capaz
de causar enfermedad en esta planta.
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1.5 Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm) y el cancro bacteriano

Cmm es reconocida como el agente causal del cancro bacteriano del tomate, una enfermedad
gue fue descrita por primera vez en Michigan, E.E.U.U. en el afio de 1910 por el fitopatélogo
Erwin F. Smith. Aunque su hospedero es el tomate (S. lycoperiscum), puede colonizar otras
solanaceas como pimiento y berenjena (Sen et al., 2015). Cmm es una bacteria mesdéfila, su
temperatura Optima de crecimiento oscila entre los 20 - 30°C. Su pH oOptimo se encuentra
entre 7 y 8; sin embargo, es capaz de crecer a pH 5.

En 2008, Gartemann y colaboradores publicaron la secuencia genémica de la cepa NCPPB
382, el primer genoma de Cmm secuenciado hasta la fecha. El tamafio del genoma de
NCPPB 382 es de 3.298 Mb y tiene un alto contenido de (G + C) de 72.6%. El analisis del
genoma reveld la existencia de una isla de patogenicidad (PAI por pathogenicity island) de
aproximadamente 129 kb, con dos subregiones ricas en genes de proteasas Y glicosidasas,
chp y tomA (Fig. 2). Se confirmd también la presencia de dos plasmidos en Cmm, los
denominados pCM1 (de 27.4 kb) y pCM2 (de 70 kb), en los cuales se encontraron algunos
genes que han sido asociados a la patogenicidad y virulencia de este organismo.
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Figura 2. Esquema de la isla de patogenicidad (PAI) encontrada en NCPPB 382 (tomado de Gartemann et al., 2008). La
PAI esta dividida en dos subregiones: chp y tomA. La regién chp se caracteriza por contener varias proteasas (flechas verdes)
y la subregion tomA por tener alta cantidad de glicosidasas (flechas moradas). Las flechas amarillas y naranjas indican genes
de reguladores y transportadores respectivamente.

1.5.1 Infeccion por Cmm y sintomas del cancro bacteriano

Cmm infecta al tomate principalmente a través de la semilla, aunque los restos vegetales en
el suelo también pueden ser una fuente de infeccidn. Practicas agricolas tales como el riego
y la poda, o el contacto de herramientas o plantas infectadas con plantas sanas, pueden
ocasionar infecciones secundarias a través de estomas, hidatodos, raices o tejidos dafiados
(Eichenlaub, et al., 2006; Sen et al., 2015). Una vez dentro de la planta, Cmm coloniza el
xilema y de ahi coloniza otros tejidos, como el fruto y la semilla (Tancos et al., 2013). La
mortalidad por Cmm y el desarrollo de sintomas puede variar con la etapa fenolédgica
(Sharabani et al., 2013), aunque hay reportes de plantas infectadas por Cmm de manera
asintomatica (Gitaitis et al., 1991). Estas observaciones sugieren que hay un factor necesario
para que la infeccién por Cmm derive en el desarrollo del cancro bacteriano que podria estar
relacionado con el estado fisiolégico del hospedero, algo que a su vez esta fuertemente
influenciado por el lugar donde éste habita (Kuscu et al., 2014; Nangare et al., 2016; Parvej
et al., 2010).
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Figura 3. Ciclo y vias de infeccion por Cmm en S. lycopersicum (tomado de Sen et al., 2015). (1) Transmision (primaria)
por semillas infectadas; (2) transmision secundaria por raices; (3) contacto entre hojas; (4) practicas agricolas; (5) contacto con
desechos infectados; y (6) inicio de un nuevo ciclo de infeccion por semillas provenientes de una planta infectada.

Uno de los primeros sintomas de la infeccién por Cmm es el marchitamiento unilateral de las
hojas, observado principalmente en las hojas méas cercanas al suelo. Si el fruto se infecta en
etapas tempranas de su desarrollo, se pueden desarrollar lesiones negras rodeadas de un
halo negro conocidas como “ojo de pajaro”. A partir de este punto, areas de tejido muerto,
denominadas cancros! comienzan a aparecer en los peciolos y tallos. Uno de los sintomas
mas evidentes es la necrosis interna de los tallos conocida como la “decoloracién del tallo”.
Las ultimas etapas de la infeccidn dan lugar al marchitamiento de toda la planta y su eventual
muerte (Sen et al., 2015).

1.6 Elementos funcionales asociados al desarrollo del cancro bacteriano

La mayor parte de los elementos funcionales de caracter molecular que han sido vinculados
con la capacidad de Cmm para producir la enfermedad en tomate pueden ser clasificados
dentro de dos grupos: el de las proteasas y el de las CAZymes (del inglés Carbohydrate-
Active enZymes, enzimas activas en carbohidratos). Estos dos tipos de elementos resultan
particularmente relevantes para el desarrollo de esta tesis, por lo que se describen mas
adelante. En un tercer grupo se pueden agrupar otros elementos que no entran dentro de
ninguno de los grupos anteriores, tales como reguladores de la transcripcion (Savidor et al.,
2014) y los exopolisacéridos o EPS (Bermpohl et al., 1996).

En elementos del tipo proteasa y CAZymes se encontraron péptidos sefal de secrecion
(Dreier et al., 1997; Jahr et al., 2000; Stork et al., 2008). Ademas de las vias comunes de
secrecion de bacterias, la via general de secrecion (Sec) y de traslocacion de argininas
gemelas (Tat), es comun que organismos patdgenos empleen mecanismos especiales de
secrecion para transportar moléculas que les permitan prosperar en sus hospederos (Chang
et al., 2014). Sin embargo, no se encontraron mecanismos de secrecion especial codificados

1 Debido a una incorrecta traduccién del inglés de la palabra para denominar a este sintoma, canker,
también se le conoce a la enfermedad provocada por Cmm como “cancer bacteriano”.
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en el genoma de Cmm (Gartemann et al., 2008), por lo que parece mas probable que Cmm
solamente emplee las vias Sec y Tat.

1.6.1 Proteasas

Dentro de los elementos tipo proteasas podemos encontrar proteinas codificadas dentro del
plasmido pCM2, tales como la serin-proteasa Pat-1 (Dreier et al., 1997). Andlisis de mutacion
por delecidn y complementacion identificaron a este elemento como un factor importante para
la virulencia en Cmm. Ademas de Pat-1, también codificados en pCM2, se encuentran dos
homologos de esta proteina, denominados PhpA y PhpB (Eichenlaub & Gartemann, 2011).

Dentro de la subregion chpA de la PAI se encuentran codificadas principalmente proteinas
del tipo serin proteasas, tales como los homélogos de Pat-1, ChpA-G, las serin proteasas de
la familia Ppa, PpaA, B1, B2, C, Dy E, ademas de la subtilasa SbtA. Los genes de ChpA, B
y D son considerados no funcionales, debido a que poseen cambios en el marco de lectura,
haciéndolos parecer mas cercanos a pseudogenes. De todos los genes en la PAI, hasta
ahora, sélo se cuenta con evidencia que sugiere que ChpC, StbA y PpC podrian estar
involucrados en la colonizacion del hospedero por Cmm.

1.6.2 CAZymes

Las CAZymes son enzimas involucradas en la sintesis y degradacion de carbohidratos
complejos. Las CAZymes se clasifican dentro de 6 grandes grupos: glicosil transferasas (GT),
glicésido hidrolasas (GH), polisacarido liasas (PL), carbohidrato estearasas (CE), actividad
auxiliar (AA) y modulos de union a carbohidratos (CBM, por el inglés Carbohydrate-Binding
Module) (Lombard et al., 2014).

1.6.2.1 PCWDE

De las familias de CAZymes, algunas han sido clasificadas a su vez en un conjunto
denominado PCWDE (del inglés Plant Cell Wall Degrading Enzymes, enzimas degradadoras
de la pared celular de plantas). En este sub-grupo se encuentran enzimas de los tipos GH,
PL y CE, cuya actividad degradadora de alguno de los componentes de la pared celular de
las plantas ha sido previamente reportada (Kubicek et al., 2014). En organismos que causan
enfermedades vasculares, tales como Cmm, las PCWDE juegan un papel importante (Bae et
al., 2015).

Hace algunas décadas se lograron identificar algunas enzimas extracelulares con actividad
degradadora de pared celular (Beimen et al., 1992; Meletzus et al., 1993) e incluso se ha
estudiado el papel de una de ellas en la patogenicidad de Cmm: CelA, una endo-p-1,4-
glucanasa codificada en el plasmido pCM1 (Jahr et al., 2000). Algunos sintomas de la
infeccion por Cmm, tales como el marchitamiento de las plantas, podrian explicarse como el
resultado de la actividad de estas enzimas en la degradacion del tejido del xilema. La
degradacion del xilema no solo lleva a la liberacibn de nutrientes que pueden ser
aprovechados por Cmm, sino también puede llevar a la dispersion de la bacteria fuera del
xilemay la posterior colonizacién del resto de la planta.
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1.6.2.2 Otras CAZymes

En la regién tomA de la PAI se encuentra el gen homdnimo que codifica una proteina llamada
tomatinasa. TomA es una enzima capaz de degradar a la a-tomatina, un metabolito de
especialidad que forma parte de las defensas del tomate y que reduce las poblaciones de
hongos (Roldan-Arjona et al., 1999) y bacterias (Seipke & Loria, 2008). Parece ser que la
funcidon de tomA no es esencial para la virulencia, ya que cepas mutantes de este gen
mostraron una virulencia idéntica a la de sus contrapartes sin mutacién (Kaup et al., 2005),
por lo que su funcién probablemente esté asociada a la colonizacion del hospedero.

1.6.3 Otros elementos asociados al desarrollo del cancro bacteriano

Los exopolisacaridos o EPS son mezclas complejas de biopolimeros, que ademas de
polisacaridos, incluyen proteinas, acidos nucléicos, lipidos y sustancias humicas. Estos
permiten a algunas bacterias adherirse a ciertos sustratos y ofrecen protecciéon contra
estreses medioambientales como la deshidratacion (Vu et al., 2009). En algunos casos,
incluso se les ha llegado a relacionar con el desarrollo de enfermedades relacionadas con
fitopatdgenos (de Pinto et al., 2003).

Dado que Cmm es capaz de producir colonias mucoides que producen estos compuestos, se
ha propuesto que los EPS tienen un rol en la virulencia. Sin embargo, no se encontrd
diferencia en mutantes que producian una cantidad menor de EPS o con una composicion
distinta, en tanto a la virulencia o al desarrollo de la enfermedad, en comparacién con cepas
silvestres (Bermpohl et al., 1996), por lo que se descarto el papel de los EPS en la virulencia.
Una idea del rol que juegan los EPS en la patogenicidad es la de participar en la colonizacion
de la planta, proveyendo de un biofilm protector a las bacterias (Flugel et al., 2012).

Estudios recientes indican que varios de los elementos moleculares ligados a la patogenicidad
en Cmm se encuentran regulados por los factores de transcripcion denominados Vatrl y
Vatr2. Interesantemente, algunos clusters de genes biosintéticos también se encuentran
regulados por éstos (Savidor et al.,, 2014), uno de los cuales es, interesantemente, un
sideréforo. Se sabe que estos metabolitos de especialidad son utilizados por organismos
patdgenos para secuestrar moléculas de hierro de sus hospederos y, en algunos casos, son
necesarios para la expresion de factores de virulencia (Franza & Expert, 2013; Haas et al.,
2008) . Sin embargo, no se sabe a ciencia cierta el papel que juegan estas moléculas en el
estilo de vida de Cmm o si tienen un papel en el desarrollo del cancro bacteriano.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Analisis gendmicos de Clavibacter spp.

La publicacion del primer genoma de Cmm fue acompafiada con la del primer genoma de C.
sepedonicus (Bentley et al., 2008). Dado que ambos genomas se obtuvieron
aproximadamente al mismo tiempo, por primera vez se tuvo la oportunidad de analizar y
comparar los genomas de bacterias de este género. Esto permitié obtener informacion valiosa
para la identificacion de caracteres fundamentales para la patogenicidad en estos
organismos, asi como para la evolucion de la especificidad de hospedero. Dentro de éstos
destacan particularmente aquellos elementos funcionales introducidos previamente (seccion
1.6) Analisis subsiguientes de gendémica comparativa a nivel de género (Tambong, 2017)
revelaron caracteristicas compartidas entre cinco de las especies conocidas, entre las cuales
destaca una mayor abundancia de genes implicados en el metabolismo y transporte de
carbohidratos en comparacién con otras funciones.

Desde un punto de vista de genémica comparativa, Thapa y colaboradores (2017) reportaron
andlisis a nivel de género, enfocAndose en Cmm y otros aislados de Clavibacter obtenidos de
plantas de tomate provenientes todas de California, EE.UU. Al igual que en el andlisis
gendémico de Tambong (2017), estos autores encontraron que los genes implicados en el
metabolismo de carbohidratos, o CAZymes, eran abundantes en el genoma de estas
bacterias, especialmente en Cmm, incluso si solamente se tomaba en cuenta tipos de
CAZymes clasificados dentro del grupo de PCWDE. Mas aun, al predecir y analizar las
proteinas que son secretadas por las vias generales de secrecion (Sec) y de translocacion de
argininas gemelas (Tat), se encontr6 que muchas de las proteinas identificadas eran
CAZymes (Sec y Tat) y algunas proteasas (Sec).

2.2 Diversidad genética en Cmm

La genotipificacion de las poblaciones de Cmm alrededor del mundo indican que éstas, en
general, son muy variables (Croce et al., 2016; Kleitman et al., 2008; Milijadevi¢-Marci¢ et al.,
2012; Tancos et al., 2015; Wassermann et al., 2017); aunque algunas poblaciones muestran
mediana o poca variabilidad (Kawaguchi et al., 2010; Valenzuela et al., 2018), lo que podria
deberse a un origen comun, como por ejemplo, el proveedor de la semilla. De hecho, un
namero importante de estas poblaciones comparten caracteristicas genotipicas con
poblaciones provenientes de otros paises de donde fueron aisladas, lo que indica no solo
origenes comunes, sino también un constante flujo de las cepas entre paises.

2.3 Variacién en la capacidad de patogenicidad y virulencia

En algunos casos, se han encontrado cepas en las que ciertos genes relacionados con la
patogenicidad no se encuentran presentes, especialmente aquellos codificados en pladsmidos.
Los efectos de la ausencia de estos elementos son variados: muchas veces, congruente con
la idea de la importancia de éstos para la patogenicidad de Cmm, la virulencia se ve
disminuida (Bella et al., 2012; Kleitman et al., 2008) . En otros casos, no se reporta una
aparente disminucion de la capacidad de Cmm para causar enfermedad, lo cual parece
indicar que la aportacion de estos elementos en el papel de Cmm como patégeno es
dependiente de la cepa (Jacques et al., 2012; Tancos et al., 2015; Thapa et al., 2017) .
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2.4 Observaciones de campo

El laboratorio de Evolucion de la Diversidad Metabolica ha realizado un monitoreo de brotes
de cancro bacteriano en México desde el afio 2010 hasta la fecha, principalmente enfocado
al diagnostico de esta enfermedad mediante métodos moleculares. Durante dicho periodo, se
han realizado varias observaciones que han llamado la atencion, respecto al desarrollo de la
enfermedad por Cmm: 1) la aparicion de la enfermedad estd mayormente asociada a
variedades de S. lycopersicum cultivadas en invernaderos; en este sentido, aunque en un
inicio los brotes se limitaban a unas pocas variedades, en los Ultimos afios han surgido casos
en variedades donde no se solia ver la enfermedad; 2) hay algunos géneros bacterianos como
Microbacterium, Curtobacterium o Micrococcus, que se encuentran dentro del orden
Micrococcales, en los que se han detectado algunos de los factores de patogenicidad
previamente identificados en Cmm, lo que sugiere un papel de la comunidad en el desarrollo
de sintomas, y 3) en experimentos con plantas de S. lycorpersicum inoculadas con cepas de
Cmm se ha observado que algunas de las plantas no desarrollan sintomas (Rodriguez
Ordufia, 2016) lo que es congruente con el aislamiento de Cmm de plantas asintomaticas. En
ambos casos, la principal diferencia entre las plantas se atribuy6 a la ubicacion, lo que podria
indicar la influencia del ambiente en el que crece el hospedero en el desarrollo de la
enfermedad.

Lo anterior es congruente con el hecho de que los brotes de cancro bacteriano pueden ser
repentinos. Cmm puede permanecer por periodos de latencia en plantas que no presentan
sintomas (Eichenlaub et al., 2006). Se piensa que los mecanismos relacionados con el
guorum sensing podrian ser detonantes en la expresién de factores de virulencia (Sen et al.,
2015). También es factible que factores abioticos como altas temperaturas, fluctuaciones en
la temperatura o alta humedad, asi como el estrés generado por una alta carga de frutos en
las plantas, pudiesen inducir la aparicién de brotes (O’'Neill & Mayne, 2014). En conjunto, la
informacion disponible sugiere que Cmm tiene un comportamiento de tipo anfibionte, el cual
estd influenciado por una combinacion de factores ambientales (como indican las
observaciones en campo), tanto como geno/fenotipicos asociados al desarrollo de sintomas
de cancro bacteriano (como indican las observaciones en las poblaciones alrededor del
mundo).
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5. HIPOTESIS

Clavibacter michiganensis tiene una naturaleza anfibionte (patdégeno-no patégeno)
fundamentada en la combinacién de rasgos genotipicos-fenotipicos-ambientales, que se
pueden reconocer mediante andlisis de filogendémica y gendémica comparativa.

6. OBJETIVO PRINCIPAL

Expandir y clasificar mediante criterios evolutivos, taxondmicos, y otros, la base de datos
gendmica de Clavibacter y organismos relacionados, y vincular esta clasificacion a rasgos
funcionales y medioambientales en casos selectos, arrojando luz al entendimiento de la
enfermedad del cancro bacteriano.

6.1 Objetivos especificos

1. Expandir la base de datos gendémica de C. michiganensis (incluyendo a otros
organismos relacionados del orden Microccocales), con aislados provenientes de
plantas sanas y enfermas que crezcan en contextos ecoldgicos distintos. Incluir dentro
de éstos tanto plantas de tomate silvestre como de tomate criollo en condiciones
agricolas.

2. Clasificar mediante gendémica comparativa los elementos de la base de datos, de
acuerdo con rasgos funcionales que sugieran la adopcién de una estrategia de vida;
considerando, ademas, criterios taxonémicos, evolutivos y ecolédgicos.

3. Caracterizar los grupos mas contrastantes con base en la clasificacion de rasgos
funcionales, con el fin de observar si éstos tienen una correlacion con el fenotipo.
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7. METODOLOGIA

7.1 Aislamiento de cepas bacterianas

Tejidos de tallos, hojas, frutos y flores obtenidos de plantas de S. lycopersicum muestreadas
en campo fueron colocados directamente en cajas Petri conenteniendo el medio semi-
selectivo CMM1: 10.0 g sacarosa, 1.2 g Tris base cristalizado, 250 mg MgS0O4-7H20, 5.0 g
cloruro de litio, 2.0 g extracto de levadura, 1.0 g NH4ClI, 4.0 g casaminoé&cidos y 15.0 g de
agar por litro. El medio se suplement6 con antibioticos filtrados después de esterilizar el medio
en una autoclave, a las siguientes concentraciones: 28 mg/l 4cido nalidixico, 10 mg/l sulfato
de polimixina y 200 mg/l cicloheximida, e incubados a 30°C. Se monitore6 el crecimiento
bacteriano por los siguientes 3-7 dias. Se seleccionaron las colonias bacterianas de acuerdo
con su morfologia; fueron priorizadas aquellas con morfologia similar a la reportada para
Cmm (OEPP/EPPO Bulletin, 2016).

7.2 ldentificacién de cepas bacterianas

El ADN gendmico bacteriano fue obtenido de los aislados bacterianos a partir de cultivos en
medio LB liquido, mediante una extraccion con fenol-cloroformo y precipitacion con etanol.
Se amplifico la subunidad 16S del gene rRNA utilizando los primers universales para bacterias
F27 (5-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3') y R1492 (5-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3").
Las reacciones de PCR (100 ul) contenian 1X Kapa Taq Buffer A con Mg (Kapa Biosystems),
10% DMSO, 10uM de cada dNTP, 10uM de cada primer y 0.4ul de Kapa Taq Polimerasa a
5U/ul (Kapa Biosystems). Se afiadieron ~400 ng de ADN a cada reaccién. La reaccion fue
llevada a cabo precalentando a 95°C por 5 min; seguido de 35 ciclos de 95°C por 45 s, 55°C
por 45 sy 72°C por 2 min y finalizando con la extension final a 72°C por 5 min. Los productos
de PCR fueron purificados utilizando EXPIN PCR SV kit (Gene All ® Biotechnology) o
PureLink™ PCR Purification Kit (Invitrogen) para luego ser secuenciados en el Laboratorio
de Servicios Genémicos (LABSERGEN) en LANGEBIO. Las secuencias sentido y antisentido
del 16S rRNA fueron ensambladas en un consenso mediante el Staden Package (Staden et
al., 1998). La identificacion taxonomica fue determinada comparando las secuencias
ensambladas contra la base de datos ribosomal de la Universidad de Michigan (Cole et al.,
2014) y ala base de datos del proyecto SILVA (Quast et al., 2013). En ciertos casos se empleé
el marcador especifico del género Clavibacter, desarrollado en el EvoDivMet. (Forward 5'-
ACGATGTTGTAGCCGACGA-3; Reverse 5-GACACCGAGATCGTGAACTG-3). Las
reacciones de PCR (25 pl) contenian 1X Kapa Taq Buffer A con Mg (Kapa Biosystems), 10%
DMSO, 10uM de cada dNTP, 10uM de cada primer y 0.1ul de Kapa Taq Polimerasa a 5U/pl
(Kapa Biosystems). Se afiadieron ~100 ng de ADN a cada reaccion. La reaccion fue llevada
a cabo precalentando a 95°C por 5 min; seguido de 35 ciclos de 94°C por 30 s, 61°C por 30
sy 72°C por 1 min y finalizando con la extensioén final a 72°C por 10 min.

Para los andlisis de similitud de genoma por alineamiento ANI (Average Nucleotide Identity)
y dDDH (digital DNA-DNA hybridization), se emplearon herramientas de plataformas en linea.
Para el ANI (Kostas’ Lab; http://enve-omics.ce.gatech.edu/ani/) y para el dDDH
(http://ggdc.dsmz.de/ggdc.php)
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7.3 Secuenciacion

Los genomas de las cepas seleccionadas fueron secuenciados utilizando la plataforma MiSeq
de lllumina disponible en el LABSERGEN. Las secuencias de baja calidad en los reads
obtenidos fueron eliminadas utilizando el software Trimmomatic v0.36 (Bolger et al., 2014) y
posteriormente fueron ensambladas utilizando el servicio de ensamblado de genomas
disponible en el sitio de PATRIC (Wattam et al., 2017).

7.4 Construccién de la base de datos gendémica

La base de datos gendmica fue construida con los genomas de cepas de los géneros
Clavibacter, Agreia, Curtobacterium, Microbacterium y Micrococcus obtenidos en este trabajo,
de la coleccion de nuestro laboratorio, compartidos por otros grupos de trabajo y genomas
disponibles en la base de datos del National Center for Biotechnology Information (NCBI). Se
realizé una seleccién de los genomas con base en el estadistico N50 (valor de corte = 24000).
Todos los genomas seleccionados fueron anotados utilizando la plataforma de RAST (Aziz et
al., 2008).

7.5 Reconstrucciones filogenémicas

Se realizaron dos reconstrucciones filogenémicas. Para la primera, se emplearon todos los
genomas del género Clavibacter y uno de Agreia, el cual se utiliz6 como outgroup debido a
gue, de los géneros presentes en las base de datos gendmica es el mas cercano a Clavibacter
(Nouioui et al., 2018). En el caso de la segunda, se emplearon Unicamente genomas de Cmm
y, COMO outgroup, una cepa cercana a la especie (LMG 26808), lo cual fue decidido con base
en la primera reconstruccion. En ambos casos, se extrajeron las secuencias de aminoacidos
de genes homodlogos presentes en todos los genomas (361 secuencias en la primera y 451
en la segunda), las cuales fueron alineadas mediante el programa MUSCLE v3.8 (Edgar,
2004). A partir de los alineamientos se obtuvieron bloques conservados de aminoacidos
utilizando Gblocks 0.91b (Castresana, 2000), los cuales fueron concatenados en una matriz
la cual se empled para la construccién del arbol filogenémico en MrBayes 3.2.3 (Huelsenbeck
& Ronquist, 2001; Ronquist et al., 2012). El soporte de las ramas fue medido como
probabilidad posterior.

7.6 Andlisis filogendmico con énfasis funcional

Partiendo de la literatura, se definieron los elementos funcionales de mayor importancia para
el analisis genémico de Clavibacter y otras bacterias pertenecientes al orden Micrococcales.
Dentro de éstos se seleccionaron las CAZymes y las Proteasas, las cuales tienen en comudn
péptidos sefial para distintos mecanismos de traslocacion.

7.6.1 Busqueda de CAZymes y proteasas

Se realiz6 una busqueda en las secuencias de aminoacidos de cada genoma, mediante la
herramienta hmmsearch del paquete HMMR 3.1b1 (Eddy, 2009, 2011; Eddy, 1998). Para el
caso de las CAZymes, se utilizé la version 7 de la base de datos HMM de dominios de
CAZymes de dbCAN (Yin et al., 2012; Zhang et al., 2018). En el caso de las proteasas, la
base de datos HMM fue construida a partir de la biblioteca de secuencias no redundantes de
unidades de proteasas, disponible en la base de datos de MEROPS (Rawlings et al., 2018).
Para determinar cuales proteinas eran secretadas por la via general de secrecion (Sec) y la
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via de translocacion de argininas gemelas (Twin-Arginine), se busco la presencia de péptidos
sefal en las secuencias de proteinas empleando los programas SignalP 4.1 (Petersen et al.,
2011) y TatP 1.0 (Bendtsen et al., 2005).

7.6.2 Clasificacion y anotacion funcional de enzimas

Las secuencias de proteasas y PCWDE halladas en los genomas analizados fueron
agrupadas por familias de homodlogos empleando FastOrtho, una reimplementacién de
OrthoMCL (Li et al., 2003), con los pardmetros default. La busqueda de proteasas y PCWDE
por HMMR también provey6 del tipo de proteasa o PCWDE al que pertenecia cada proteina
encontrada. Se buscoé en las bases de datos de MEROPS y dbCAN la funcién asociada al
tipo. También se compararon las secuencias de proteinas contra la base de datos del NCBI
mediante BlastP.
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8. RESULTADOS

8.1 Incremento de la base de datos gendmica

Durante casi una década nuestro laboratorio ha llevado a cabo un monitoreo de brotes de
cancro bacteriano en varias partes del pais. Lo que tuvo como resultado el aislamiento de
varias cepas de Cmm de distintos sitios y la obtencion del genoma de varias de éstas. A partir
de éstos, se ensambl6é una base de datos gendmica, la cual se complementé con genomas
publicos de Clavibacter, varios de los cuales corresponden a especies distintas a Cmm (C.
capsici, C. tessellarius, C. insidiosus, C. nebraskensis) y cepas de Clavibacter sin asignacion
taxondmica mas all4d del género. Sin embargo, todas las cepas colectadas durante el
monitoreo realizado por nuestro laboratorio provenian de plantas de S. lycopersicum de
variedades comerciales, crecidas en invernaderos de alta tecnologia y, aunque los datos
disponibles son mas escasos, es probable que los genomas publicos provengan también de
cepas obtenidas de agroecosistemas o estén ligados a éstos.

De acuerdo con el modelo de coevolucion de Thrall et al. (2007), ambientes como los
invernaderos de alta tecnologia pueden ser clasificados como de alta calidad ambiental,
debido a la alta disponibilidad de nutrientes con los que cuentan las plantas y la minimizacion
de la influencia de factores bibticos o abibticos. Ademas, la diversidad de especies tanto
macro como microscopicas suele ser menor en estos agroecosistemas. Por lo que un
invernadero también puede ser considerado como un ambiente de complejidad biotica baja.
Con estos dos supuestos en consideracion, el posible nUmero de interacciones patogénicas-
parasiticas dentro un invernadero es alto.

Bajo la lI6gica del modelo, la colecta de muestras de plantas de ambientes similares (es decir,
otros invernaderos) tendria como resultado el aislamiento de bacterias con un perfil biol6gico
similar a aquellas que ya se encontraban en la coleccion, presumiblemente patogénico. Para
los fines del analisis filogenémico, era importante, por ende, enriquecer el conjunto de
genomas disponibles con cepas que, aunque cercanas taxondmicamente, fueran
suficientemente distintas; por ejemplo, en términos de su nicho ecolégico y estilos de vida (Ho
et al., 2017). Siendo México uno de los centros de domesticacion de S. lycopersicum
(Bergougnoux, 2014), en nuestro pais existen variedades que se consideran como estadios
intermedios en la domesticacion de este cultivo (Blanca et al., 2012), creciendo en estado
silvestre. Esto significa que estas plantas crecen en un ambiente en el extremo opuesto del
espectro al invernadero; es decir, un medio con calidad ambiental baja y de alta complejidad
biotica. Dado que S. lycopersicum es el hospedero de Cmm, la colecta de variedades en
estado silvestre prometia la posibilidad del aislamiento de cepas de ambientes distintos al
invernadero, u otros sistemas agroecoldgicos, y la obtencién de genomas para enriquecer la
base de datos gendémica de Clavibacter.

8.1.1 Colecta de plantas silvestres en la busqueda de cepas de Clavibacter

Con el fin de obtener aislados de bacterias del género Clavibacter de plantas de
agroecosistemas distintos a los invernaderos de alta tecnologia, se colectaron individuos en
estado silvestre de S. lycopersicum. Ya que hay reportes de la capacidad de estas bacterias
para colonizar plantas cercanas filogenéticamente a S. lycopersicum (Thyr et al., 1975),
cuando se hallaban individuos de la misma subfamilia (Solanoideae) en las cercanias de
plantas de S. lycopersicum colectadas, también se colectaron muestras de aquellos. En total,
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se obtuvieron 39 muestras de individuos distintos, los cuales fueron obtenidos principalmente
de los estados de Guanajuato y Jalisco (Tabla suplementaria 1). El tejido de estas muestras
vegetales fue procesado para obtener aislados bacterianos, como se describe en los
métodos.

[ @ Sample sitesj :]

Figura 4. Localizacion de los sitios de muestreo de plantas para la obtenciéon de aislados de Clavibacter. Las muestras
se obtuvieron principalmente en los estados de Guanajuato y Jalisco de sitios donde se ha reportado la existencia de plantas
silvestres de Solanum lycopersicum y otras plantas de la subfamilia Solanoideae.

8.1.2 Identificacién de las cepas aisladas y aislamiento de RA1B, una cepa de Clavibacter
obtenida de una planta silvestre

Se obtuvieron 275 aislados de las plantas muestreadas (Tabla suplementaria 2), de los cuales
214 se pudieron identificar hasta nivel de género, segun analisis de su subunidad 16S del gen
rRNA (Fig. 5). De los 214 aislados identificados, 209 corresponden a bacterias clasificadas
dentro del orden Micrococcales; de éstas, Unicamente una pertenece al género Clavibacter.
Esta cepa fue aislada de una planta de S. lycopersicum en la que no se apreciaban sintomas
de enfermedad. Se secuenciaron los genomas de esta cepa (denominada RA1B) y las cepas
gue fueron aisladas con ésta (RA1A y RA1C) que pertenecen al género Microbacterium. En
el caso de los 61 aislados restantes no se logro la identificacion mediante el analisis de la
secuencia de la subunidad 16S del gen rRNA o no se realiz6. Por ello, se utilizé6 un marcador
especifico del género Clavibacter para determinar si pertenecian a este género. Sin embargo,
ninguna de las cepas arrojo un resultado positivo para este marcador.
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= Arthrobacter
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= Cellulomonas
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74 = Clavibacter
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= Labedella
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Leucobacter
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= Microbacterium

Micrococcus

= Lysinimonas

Figura 5. Aislados bacterianos identificados mediante el andlisis de la subunidad 16S del gen rRNA. La porcion del
grafico corresponde al nimero de aislados identificados por cada género. El nimero de aislados por género se muestra en los
numeros dentro de cada porcién. Los géneros a los que pertenecen los aislados se indican en la parte derecha.

8.1.3 Ensamble final de la base de datos gendmica

Los genomas obtenidos fueron conjuntados con los genomas de Clavibacter de la coleccion
de nuestro laboratorio, con genomas compartidos por el Laboratorio de Microbiologia
Molecular y Biotecnologia Ambiental de la Universidad Técnica Federico Santa Maria en
Valparaiso, Chile y con genomas disponibles publicamente en el NCBI, algunos de los cuales
fueron publicados durante el desarrollo de este trabajo. Adicionalmente, se afiadieron
genomas de otros géneros dentro del orden Micrococcales tanto privados como publicos
(Agreia, Curtobacterium, Microbacterium, Micrococcus), por su cercania taxonémica y, en
algunos casos, por su coaislamiento con cepas de Cmm y posible implicacion en el fenémeno
del cancro bacteriano. Analisis preliminares, como los descritos en la subseccién 7.6,
mostraron ser sensibles a la calidad de los genomas empleados, por lo que se realizaron
evaluaciones de calidad tomando como parametro de medicion el estadistico N50. Se
establecié como corte un valor mayor o igual a 24000 para la seleccion final de genomas. Al
final, fueron selecionados 121 genomas (102 de Clavibacter, 19 de otros géneros; 75 privados
y 46 publicos) para componer la base de datos (Tabla suplementaria 3).
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8.2 Andlisis filogendmicos

8.2.1 Reconstruccién filogendémica de Clavibacter: ¢ Cémo se relacionan las cepas de
Clavibacter?

Para comprender la relacion de RA1B con el resto de las cepas de Clavibacter conocidas,
incluidas en la base de datos descrita en la subseccion 8.1, y establecer un marco para los
analisis subsecuentes, se procedio a la reconstruccion filogendmica de los microorganismos
seleccionados. El resultado de esta reconstruccion Bayesiana se muestra en la Fig. 6.

Clado
e »
Clavibacter michiganensis AY1A6 ]
Clavibacter michiganensis CAS}009 @ O I
Clavibacter michiganensis AY183 ]
tessellarius DOAB 609 [ ]
michiganensis CFBP8017 . Q n
tessellarius ATCC 33566 ]
Clavibacter capsici PFO08 (o]
L] Clavibacter capsici RALE @ o
i
Clavibacter michiganensis CF11 “
Clavibacter sp. 199 ?
E— .
Fuente -
Clavibacter nebraskensis DOAB 397 [ ]
. Clavibacter nebraskensis NcPPB 2581 [l v
B Monocotiledénea
Clavibacter nebraskensis DOAB 395 [ ]
. Dicotiledénea L{.
CFBP7494 e @ vi
@ S lycopersicum
Clavibacter insidiosus R1-1 (o]
#  No vegetal
Clavibacter insidiosus R1-3 (5}
? Desconocido vit
\ j Clavibacter insidiosus ATCC 10253 @
Clavibacter insidiosus LMG 3663 5]
CFIA-CsR14. [5)
ATCC33113 o Vil
CFIA-CsIN o
Clavibacter cf. michiganensis LMG 26808 @ O
0.5457 x
Clavibacter michiganensis AY182 [ ]
Cmm X

Figura 6 Arbol filogenético del género Clavibacter. La cepa RALB aislada de S. lycopersicum se muestra en
rojo. El clado colapsado corresponde a los genomas de cepas de Cmm. Se asigno una clave (nimeros I-X) a cada
clado. A la derecha de los nombres de las cepas se indica el tipo de planta de las que fueron aisladas. En el caso
de las dicotiledéneas se indica, ademas, cuando se trata de S. lycopersicum. El soporte de las ramas se muestra
como probabilidad posterior.
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Las especies capaces de producir enfermedad en plantas monocotiledéneas (C. tessellarius,
clado I; C. nebraskensis, clado V) no parecen compartir ancestros recientes en comun, al
igual que varias de las especies que producen enfermedad en dicotiledéneas (C. capsici,
clado II; C. insidiosus, clado VII; Cmm, clado X). Es decir, no parece haber una relacién entre
la capacidad de producir enfermedad en plantas monocotiledéneas o dicotiledéneas y el
orden en el que los clados divirgieron de sus ancestros comunes. Por otra parte, se observan
clados donde se agrupan cepas aisladas tanto de monocotiledéneas como de dicotiledéneas
(clados 1y IX).

Interesantemente, varias de las cepas, que al igual que Cmm y RA1B han sido asiladas de
S. lycopersicum, se encuentran dispersas entre varios clados (I, I, ll1, IV, VI, IX). Sin embargo,
fuera de Cmm, en ninguna se ha reportado la capacidad de causar enfermedad en esta planta
(Thapa et al., 2017; Zaluga et al., 2013). En el caso de la cepa CFBP8017, se ha demostrado
gue causa sintomas de enfermedad en Triticum aestivum (Thapa et al., 2017) y su posicion
entre dos cepas de C. tessellarius en esta filogenia sugiere que se trata de una cepa mas de
esta especie que, sin embargo, se encontré dentro de S. lycopersicum.

La cepa RA1B se agrup6 en el mismo clado (lll) que la cepa PF0O08 de C. capsici. Se
realizaron analisis de similitud de genoma por alineamiento ANI y dDDH para identificar con
precision la identidad de la cepa de RA1B (Tabla 1). Se emplearon las cepas PF008 de C.
capsici y NCPPB 382 de Cmm para la comparacion. Tanto el ANI (>95%) como el dDDH
(>70%) indican que la cepa aislada indudablemente pertenece a la especie C. capsici. La
comparacion con otras especies no arrojé valores de mayor magnitud (datos no mostrados).

Tabla 1 Caracteristicas generales del genoma de RA1B. Se muestran los resultados del ANI y dDDH con cepas tipo de
Cmm (NCPP 382) y C. capsici (PF008).

Cepa RA1B
Tamarfo del genoma | 3.027 Mb

No. genes 2748

(G +C) 73.5%

ANI Cmm 90.91

ANI C. capsici PFO08 98.97
dDDH Cmm 4.72
dDDH C. capsici PFO08 96.21

Dado que el &rbol de la Fig. 6 carece de buena resolucion dentro del clado de Cmm (X), se
realiz6 un segundo é&rbol (Fig. 7A) para definir con mayor claridad las relaciones entre las
cepas dentro de este clado. Para este fin, se emple6 como raiz la cepa LMG 26808, que se
encuentra en el clado inmediatamente mas cercano (I1X).

Antes de refinar la base de datos gendmica con el criterio de corte basado en el valor del N50,
las reconstrucciones filogendmicas de Cmm mostraban la presencia de un clado que indicaba
una expansion poblacional. Sin embargo, en los andlisis subsecuentes (subseccion X)
basados en la busqueda y agrupacion de secuencias por su homologia se encontré que
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algunas cepas dentro de clados con poca divergencia tenian perfiles de presencia de
homologos muy distintos respecto a cepas dentro del mismo clado. Para descartar la
posibilidad de que se trataran de artefactos causado por el dataset, se evalué la calidad de
los genomas y se encontré una relacion entre baja calidad del ensamblado y las cepas con
perfiles distintos. Por lo que se establecio un corte por calidad para eliminar los artefactos del
andlisis. Al realizar el corte por calidad, las cepas dentro el clado en el que se apreciaba la
expansion poblacional también quedaron fuera de la seleccion. No se realiz6 un andlisis para
determinar si la expansién poblacional de este clado también correspondia a un artefacto por
la calidad de estos genomas. Unicamente se muestran los resultados de la reconstruccion
filogenética de la base de datos gendmica final.

El arbol que corresponde Unicamente a la especie Cmm (Fig. 7A) muestra ramas cortas y
nodos muy cercanos, lo cual es sefial de la gran similitud y poca divergencia entre las cepas.
La excepcién a esto son dos cepas denominadas CASJ001 y CASJ007 (subclado XC), que
muestran una alta divergencia si se comparan con el resto de las cepas de su misma especie.
La mayor parte de los subclados de Cmm tiene pocos miembros o presentan politomias. En
tres de los subclados, dos de los cuales se muestran en la Fig. 7B y uno en la Fig 7C, se
observa una topologia desquilibrada. Las cepas se encuentran colocadas en distintos
subclados lo que indica que no son clonales y, como se vera mas adelante, su posicién se
correlaciona con rasgos gendmicos analizados.
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Figura 7. Arbol filogenético de cepas de Clavibacter michiganesis subsp. michiganensis. Topologia de todo el arbol (A). El fondo rojizo y gris indican la ubicacion dentro

del arbol de los clados mostrados a detalle en B y C respectivamente.
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8.2.2 Influencias del tiempo y el hospedero en Cmm: relaciones entre las caracteristicas
poblacionales de los hospederos de Cmm y la reconstruccion filogendmica

La informacidon de las caracteristicas poblacionales de los hospederos puede aportar
informacion relevante acerca de la historia de las cepas estudiadas, como lo son su
transmision o evolucion. Pero es importante tomar en consideracion diversas perspectivas (i.
e., espacial, temporal, etc.) para poder observar si existe tal influencia sobre el agrupamiento
de las cepas en un arbol (Grenfell et al., 2004). Dado que se dispone de informacién de los
hospederos de la mayoria de las cepas de Cmm analizadas, se afiadié la informacion
referente al lugar y afio de colecta del hospedero y la variedad de éste al &rbol de Cmm (Fig.
8). En algunos de los clados (XA, XB, XC, XD, XF, Xl) falté informacién de los hospederos,
por lo que el resto del andlisis se limitdé a los clados en los que se disponia de informacién
suficiente. También se descartaron los clados donde no se aprecia correlacién en ninguno de
los datos de los hospederos (XJ) o con muy pocos miembros (XK).

No se observé una relacion entra la ubicacion de donde fueron colectados los hospederos.
Esto significaria que no hay una correlacién entre las cepas en cada clado de acuerdo con la
localizacién geogréafica de sus hospederos, aunque es interesante que cepas aisladas en
México se colocaron junto a cepas aisladas fuera del pais (XC). Tampoco se observé una
correlacion entre las cepas y la variedad del hospedero del que provienen, con excepcion de
los subclados XG y XH, en los cuales todas las cepas provienen de la misma variedad de
hospedero. Mientras que en ciertos subclados como XE y XL, aunque se observd que las
cepas provienen de multiples variedades de hospederos, la mayor parte de ellas provienen
de unas pocas variedades. Interesantemente, al observar los datos del afio de colecta de los
hospederos, es notable que los subclados XE, XG, XH y XL estadn dominados por cepas que
fueron aisladas en los mismos afios. De entre los tres datos analizados, este es fue el Unico
comun en todos los subclados examinados, aunque también se observa que cepas aisladas
en los mismos afios se colocaron en distintos subclados (por ejemplo: afio 2015 provenientes
de hospederos de la variedad Merlice en subclados XE y XG).
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Figura 8 Asociacién del arbol filogenético de Cmm con los datos de las caracteristicas poblacionales de
los hospederos. Las columnas a la derecha contienen los datos del lugar de colecta, el afio de colecta y la
variedad del hospedero (todas las cepas fueron aisladas de S. lycopersicum). Se asignoé un color a cada variable
en cada caso y se indica a qué corresponde. Se transformo la longitud de las ramas del arbol para observar con
claridad la agrupacion de las cepas en clados (subclados del clado X de Cmm), lo que permitié asignar una clave
a cada uno de éstos (XA-XL). Se muestra el soporte de las ramas como probabilidad posterior.
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8.3 Gendmica comparativa

Estudios realizados desde diversas perspectivas concuerdan en la importancia de las
proteasas y PCWDE en el proceso de infeccion y patogenicidad de Cmm (Chalupowicz et al.,
2017; Flugel et al., 2012; Savidor et al., 2012). Desde la publicacion del genoma de NCPPB
382, el primero de Cmm (Gartemann et al., 2008), mucho del conocimiento generado respecto
a genes de virulencia y patogenicidad, se basé en la utilizacion del genoma de esta cepa
como referencia. De igual forma, las poblaciones de Cmm alrededor del mundo han sido
comparadas con esta cepa cuando se caracteriza la presencia de factores de patogenicidad
en aquellas. Como resultado, se ha observado cierto grado de variabilidad en la presencia de
estos elementos e, interesantemente, efectos variables sobre la capacidad patogénica de
estas bacterias.

Por lo anterior, era importante saber qué implicaba la variabilidad encontrada en las cepas de
Cmm para el contenido de PCWDE y proteasas de sus genomas, y compararlo con otras
especies. Se realiz6 una busqueda de todos los genes de PCWDE y proteasas en todos los
genomas de las cepas en las filogenias de las figuras 6 y 7. A los andlisis se afadieron
genomas de bacterias de géneros taxonémicamente cercanos que han sido aisladas con
cepas de Cmm, y otros genomas de bacterias de estos mismos géneros. Los microrganismos
anteriores representan miembros de un mismo microbioma (Tabla suplementaria 3), lo que
podria ser relevante para la naturaleza anfibionte de Cmm.

8.3.1 Diferencias de abundancia de proteasas y PCWDE en el género Clavibacter

La primera aproximacion empleada fue analizar la abundancia de estas enzimas en los
genomas de nuestra base de datos. Considerando los tamafios variables de los genomas
bacterianos, se reportan los resultados de este analisis como abundancia relativa. Este valor
se expresa como el porcentaje de genes encontrados de cada una de estas dos categorias
de enzimas respecto al nimero total de genes de cada genoma (Fig. 9). En general, las cepas
dentro del clado de Cmm (X) poseen una mayor abundancia relativa de PCWDE,
especialmente los subclados XH y XL. Las cepas CASJ001 y CASJ007, dentro del sublado
XC, poseen una menor abundancia de PCWDE que el resto de las cepas de Cmm. Estas dos
cepas, en particular, poseen una cantidad considerablemente mayor de genes que el resto
de las cepas, por lo que naturalmente la abundancia relativa de estas enzimas es mucho
menor en sus genomas.

Al comparar la abundancia de las PCWDE en Clavibacter con otros géneros (Figura
suplementaria 1) es notable que algunas cepas (clados V, VI, VII) tienen una abundancia
similar o menor a la de otros géneros, tales como Agreia (M1), Curtobacterium (M2) y algunas
cepas de Microbacterium (M3). En el caso de las proteasas, no se observa una agrupacion
tan definida de cepas con gran abundancia relativa en los mismos clados. (Fig. 9).
Nuevamente, las cepas CASJ001 y CASJ007 poseen una menor abundancia relativa que el
resto de sus congéneres. Sin embargo, esto se podria deber al mismo motivo: poseen una
cantidad considerablemente mayor de genes que el resto de las cepas (Fig. 8).
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Figura 9. Abundancia relativa de PCWDE (A) y proteasas (B) en los genomas analizados del género Clavibacter. Las barras se encuentran ordenadas conforme a las
filogenias de las figuras 6 y 7. A la derecha del nombre de cada cepa se indica el clado o subclado en el que se encuentran agrupadas.
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8.3.2 Exploracién de familias de proteasas y PCWDE: variacion en los perfiles de presencia
y ausencia en el género Clavibacter

Las especies del género Clavibacter comparten homélogos de PCWDE y proteasas entre
ellas (Bentley et al., 2008; Tambong, 2017). Algunos de éstos, como en Cmm, también tienen
roles en la capacidad patogénica de estas especies (Hwang et al., 2018). Con el fin de
identificar diferencias entre familias de proteasas y PCWDE conservadas y especificas de
cada especie, se clasificaron las secuencias de ambos tipos de enzimas en familias conforme
a su homologia. Estos analisis dieron lugar a heatmaps de ausencia o presencia de
homologos de proteasas (Fig. 10) y PCWDE (Fig. 11).

Las cepas dentro de cada clado, e incluso a nivel de subclado, mostraron perfiles similares
de familias de proteasas o PCWDE presentes en sus genomas. Esto es mas evidente en el
caso de las PCWDE. Hay algunos subclados dentro de Cmm que tienen familias de enzimas
gue los distinguen entre si, como es el caso de los subclados XG, XH, XK o XL. Curiosamente
muchas de estas familias que distinguen subclados especificos de Cmm estan presentes en
otras especies de Clavibacter, e incluso en otros géneros.

Como siguiente paso, se localizaron las familias donde se encontraban los elementos
funcionales conocidos ligados a la patogenicidad en Cmm. En el caso de las proteasas, se
observa que hay homélogos de estas proteinas en practicamente todos los clados de otras
especies. Aunque se observa cierta variacidbn en otros géneros bacterianos. Por ejemplo,
homologos de la proteina SrtA Unicamente se encuentran ausentes del grupo de Micrococcus,
mientras que no se encuentran homaologos de PpaG o PpaF fuera del género Clavibacter.
Muchas de las cepas de Cmm poseen mas de dos homélogos de la familia donde se
encuentran SbtA, By C.

Por otra parte, en las PCWDE, se observan mas diferencias en los perfiles de presencia/
ausencia de estos elementos en otras especies de Clavibacter. En el caso de CelA
practicamente todas las cepas de Cmm poseen mas de un homélogo, algo que comparten
con solo dos especies mas, C. nebraskensis (clado V) y C. insidiosus (clado VII). Homdlogos
de endX/Y y XysB se encuentran practicamente en todos los clados de Clavibacter salvo el
clado VIII. La enzima PelAl también se encuentra en genomas de los clados |y Ill (donde se
encuentran las cepas de C. capsici). PelA2 se encuentra en genomas del clado | y
curiosamente ausente del subclado XA de Cmm. TomA Unicamente se encuentra en los
subclados de Cmm, salvo el subclado XA. Algunos de los elementos ligados a la
patogenicidad se encontraron presentes en fuera del género Clavibacter. Sin embargo, en la
mayoria de los casos se observo que la presencia de homadlogos de estos elementos es
menos frecuente y no estd necesariamente relacionada con el coaislamiento de estas cepas
con una cepa de Clavibacter. Por ejemplo, dentro del grupo de M3 de Microbacterium se
observo la presencia de homdélogos de CelA en dos cepas (RAL1A y RA1C) que fueron
aisladas en el desarrollo de este trabajo junto con la cepa RA1B de C. capsici, pero también
se observo la presencia de un homoélogo de este elemento en la cepa Wellendorf que no fue
aislada de un ser vivo (Tabla suplementaria 3). En otro caso como PelAl, se observé la
presencia de un homodlogo Unicamente en la cepa FDAARGOS 333 del grupo de
Micrococcus (M4) pero no en AeR127B, una cepa coaislada con Cmm, ni en el resto de las
cepas en el grupo.
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Figura 10. Heatmap de familias de genes de proteasas presentes en el género Clavibacter y organismos
cercanos. Las columnas representan distintas familias de proteasas, y las filas las cepas analizadas. Las cepas
fueron ordenadas de acuerdo con las filogenias de las figuras 6 y 7. El color de las casillas indica el numero de
homologos de una familia de proteasas presente en un genoma. Las columnas sombreadas sefialan la familia
donde se encontraron factores de virulencia conocidos en Cmm. Las lineas continuas representan divisiones entre
clados y las lineas punteadas divisiones entre subclados del clado X de Cmm.
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Figura 11. Heatmap de familias de genes de PCWDE presentes en el género Clavibacter y organismos
cercanos. Las columnas representan familias de PCWDE distintas, y las filas las cepas analizadas. Las cepas
fueron ordenadas de acuerdo con las filogenias de las figuras 6 y 7. El color de las casillas indica el nimero de
homologos de una familia de PCWDE presente en un genoma. Las columnas sombreadas sefialan la familia donde
se encontraron factores de virulencia conocidos en Cmm. Las lineas continuas representan divisiones entre clados
y las lineas punteadas divisiones entre subclados del clado X de Cmm.
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8.3.3 Secretoma variable: diferencias en el secretoma de las cepas de Cmm con respecto a
la cepa de referencia NCPPB 382

Las proteinas secretadas por las bacterias cumplen roles relacionados con funciones
importantes, como la adquisicion de nutrientes, ademas de servir como intermediarias de la
interaccion entre la bacteria y su medio (Tseng et al., 2009). Muchas bacterias patégenas
secretan factores de virulencia y toxinas para modificar las condiciones del medio circundante
a unas que les sean mas favorables (Maffei et al., 2017). Se piensa que los organismos que
colonizan el xilema, como Cmm, secretan enzimas para degradar las paredes de este tejido
y obtener nutrientes (Yadeta & Thomma, 2013) debido a que estos son escasos en la savia
del xilema. En el caso de Cmm, la secrecidon de proteinas, en particular de proteasas y
PCWDE, esta ligada a la interaccion con su hospedero (Hiery et al., 2015; Savidor et al.,
2014). Por esta razén resultaba importante determinar cuales de las familias de estas enzimas
halladas en los genomas analizados podrian estar actuando en la interaccion bacteria-
hospedero.

Para este fin, se emplearon los programas SignalP y TatP para detectar la presencia de
péptidos sefial para las vias Sec y Tat, en las proteasas y PCWDE de los genomas
analizados. La informacion obtenida se afiadio a la agrupacioén o clasificacion por homologia
de proteasas (Fig. 12) y PCWDE (Fig. 13). Estos andlisis permitieron identificar una variacion
notable de la presencia de los péptidos sefial dentro de una misma familia enzimatica. Incluso
dentro de un mismo clado se encontr6 que puede haber cepas que posean un miembro de la
misma familia de homdélogos sin que en éste se haya detectado un péptido sefial en él. Este
es el caso de varias de estas familias, de ambos tipos de enzimas, presentes en la cepa de
referencia NCPPB 382. Otro hecho que que resalté fue la deteccién de péptidos sefial en
algunas de las familias distintivas de los subclados de Cmm, que no se encuentran presentes
en la cepa de referencia. Las funciones predichas para estas familias de proteinas se incluyen
enlas Tabla2y 3.
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Figura 12. Heatmap de familias de genes de proteasas presentes en el género Clavibacter y algunos
géneros cercanos en las que se detectaron péptidos sefial. Las columnas representas familias de proteasas
distintas, las filas las cepas analizadas. Las cepas fueron ordenadas de acuerdo con las filogenias de las figuras
6 y 7. El color de las casillas indica la presencia de homologos de una familia de proteasa en un genoma (de
acuerdo con la figura 10) y si se detect6 un péptido sefial de secreciéon en éstos. Las columnas sombreadas
sefialan las familias de proteasas donde se encontraron péptidos sefial en cepas de Cmm distintas a NCPPB 382
(nombre de la cepa en rojo). Las lineas continuas representan divisiones entre clados y las lineas punteadas
divisiones entre subclados del clado X de Cmm.
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Figura 13. Heatmap de familias de genes de PCWDE presentes en el género Clavibacter y algunos
géneros cercanos en las que se detectaron péptidos sefial. Las columnas representas familias de PCWDE
distintas, las filas las cepas analizadas. Las cepas fueron ordenadas de acuerdo con las filogenias de las figuras
6y 7. El color de las casillas indica la presencia de homologos de una familia de PCWDE en un genoma (de
acuerdo con la figura 11) y si se detectd un péptido sefial de secrecién en éstos. Las columnas sombreadas
sefialan las familias de PCWDE donde se encontraron péptidos sefial en cepas de Cmm distintas a NCPPB 382
(nombre de la cepa en rojo). Las lineas continuas representan divisiones entre clados y las lineas punteadas
divisiones entre subclados del clado X de Cmm.
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Tabla 2. Funcién predicha de familias de proteasas con péptido sefial. En la columna de la derecha se

indican los subclados donde se encuentran estas proteinas.

Funcién predicha

Subclados de Cmm

1* lisostafina J, K, L

2* proteina tipo represor LexA L

3* DegP peptidasa E G,J

4* lisostafina B,C,D,G,HIJL
5* peptidasa de sefal H, L

6* sedolisin E,J L

7* peptidasa de sefal D, G,H

8* endopeptidasa C,D,E,GH,J L
9* endopeptidasa , L

10** lipasa B,D,E,G,H
11** endopeptidasa B,D,E,I
12** sortasa A CJL

13* peptidasa de sefial A

14** lipasa A

15%* lisil endopeptidasa D

16** lisostafina K

17* D-Ala-D-Ala carboxipeptidasa A H

*Presente en NCPPB 382, pero sin péptido sefial.
**No presente en NCPPB 382.

Tabla 3. Funcién predicha de familias de PCWDE con péptido sefial. En la columna de la derecha se indican
los subclados donde se encuentran estas proteinas.

Funcion predicha

Subclados de Cmm

1* acetil-xilan-esterasa A, B,C,D,E G, H,K,L
2* | acetil-xilan-esterasa / endo-B-1,6-galactanasa B,C,D, I L

3* xilanasa B,C,E,GHJL
4* arilesterasa A B, CD,E G,H,J
5* B-fructofuranosidasa J, L

6* acetil-xilan-esterasa A E H J L

7** a-galactosidasa C

8* poligalacturonasa A,B,C,D,E,G H, I J KL
o* acetil-xilan-esterasa B,C, I, L

10** B-mananasa / #-1,3-xilanasa A B E G HIJ L
11** acetil-xilan-esterasa A B, C, I L*

12** B-xilosidasa G,H,L*

13** B-glucosidasa / B-xilosidasa A G H*

14** pectato liasa A*

*Presente en NCPPB 382 pero sin péptido sefial.
*No presente en NCPPB 382.
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9. DISCUSION

9.1 ¢No hay especies del género Clavibacter en hospederos silvestres?

Dado que S. lycopersicum es el hospedero de Clavibacter, la colecta de variedades en estado
silvestre prometia la posibilidad del aislamiento de cepas de ambientes distintos al
invernadero. Sin embargo, Unicamente se logré aislar una cepa de Clavibacter de las plantas
muestreadas ¢ Por qué motivo no se aislaron méas bacterias de Clavibacter? Una posibilidad
es que las bacterias del género son raras 0 poco abundantes en la naturaleza, lo cual
significaria que habria que hacer un esfuerzo de muestreo o aislamiento alin mayor para
poder obtener mas de estas bacterias. Acorde con esta idea, esté el trabajo desarrollado por
Zinniel et al. (2002), en el cual aislaron multiples cepas bacterianas asociadas a plantas de
cultivos agrondémicos y de praderas virgenes. Aunque lograron identificar varias cepas de
Clavibacter, esto partié de un trabajo de aislamiento de mas de 800 cepas asiladas de 434
plantas colectadas a lo largo de 6 afios.

Algo interesante de la cepa RA1B es que se trata de una bacteria de la especie C. capsici y
no Cmm. Hasta donde tenemos conocimiento, la enfermedad causada por C. capsici en
pimiento (Capsicum annuum) y chile tabasco (Capsicum frutescens) no tiene una distribucion
tan amplia como su contraparte en tomate. Tampoco tenemos conocimiento de reportes de
esta bacteria en México, por lo que podria tratarse del primer reporte de C. capsici en el pais.
Esta observacion, asi como la posible baja ocurrencia de Cmm en tomates silvestres, sugiere
gue los procesos de mejoramiento genético de tomate, los cuales han sido intensivos
reduciendo la diversidad genética de los plantas y la diversidad taxondmica del microbioma
(Gopal & Gupta, 2016; Pérez-Jaramillo et al., 2016), podrian estar enrigueciendo a Cmm en
sistemas agroecolégicos altamente tecnificados. Esta posibilidad es discutida en la siguiente
seccion.

9.2 Inferencias desde la filogenia

La especificidad de hospedero se define como la capacidad de una especie patbégena para
colonizar (infectar) uno o varios hospederos (Pan et al., 2014). De acuerdo con la gama de
hospederos que un organismo sea capaz de colonizar se determina si tiene una baja o alta
especificidad (pocos vs. muchos hospederos). Es notable que varias de las cepas de
Clavibacter que se agrupan dentro de los mismos clados provengan de plantas que no estan
estrechamente relacionadas (monocotiledéneas vs. dicotiledéneas). También es notable que
en una misma especie (S. lycopersicum) se hayan encontrado cepas de distintos linajes de
este género bacteriano. Esto podria indicar que las bacterias del género Clavibacter podrian
ser capaces de colonizar una variedad de hospederos independientemente de su cercania
taxondmica. Es decir, tienen una baja especificidad de hospedero. Sin embargo, esta
caracteristica parece desacoplada de la capacidad de producir enfermedad en algunos
hospederos. Thapa y colaboradores (2017) observaron que cepas como CFBP8017 que no
causan sintomas de enfermedad en S. lycopersicum se agrupan con otras especies que
pueden ser patdgenas en otras especies de plantas y que éstas, ademas, son capaces de
causar enfermedad en las mismas especies. Esto podria ser un indicio de que la capacidad
de causar enfermedad en ciertos hospederos podria ser un rasgo ligado al linaje al que
pertence una cepa, es decir, de un cierto grado de especializacion a un hospedero.
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RA1B fue aislada de una planta de S. lycopersicum sin sintomas de enfermedad. Sin
embargo, no se evalud su capacidad de causar enfermedad en ésta u otras especies de
hospederos. Por otra parte, los andlisis por ANI que indican que pertenece a la especie C.
capsici, capaz de producir sintomas de enfermedad en C. annuum, y su agrupacion en el
mismo clado con la cepa PF008 de la misma especie, sugieren que podria tener las mismas
capacidades patogénicas que esta Ultima cepa. Como se discutird mas adelante, los analisis
posteriores revelaron que, en efecto, las cepas dentro de los mismos clados poseen
caracteristicas gendmicas similares que podrian estar ligadas a la capacidad patogénica de
las especies de Clavibacter.

En la reconstruccion filogendmica de las cepas de Cmm se observan varios subclados con
pocos miembros, o con politomias, por lo que es complicado hacer inferencias acerca de la
historia de las cepas dentro de estos subclados basados en su topologia. Aunque, por otro
lado, se observa una topologia desequilibrada en la distribucion de las cepas en algunos
clados. Esta distribucién ha sido relacionada en otros patégenos con un reflejo de presion de
seleccioén sobre el patbgeno como, por ejemplo, el sistema inmune del hospedero (Grenfell et
al., 2004). Seria muy osado sugerir, basados Uunicamente en la topologia de la filogenia, que
un fenémeno relacionado con presion de seleccion sobre Cmm se encuentre sucediendo en
el caso de esta bacteria. Usualmente, este tipo de andlisis producen mejores resultados a
partir de la recoleccién de datos a gran escala, resultado de la colecta masiva de muestras
en una amplia distribucion geogréfica y por tiempos de muestreo prolongados (Pybus &
Rambaut, 2009). Algo que no se cumplié en nuestro caso dado que, como se discute mas
adelante, los subclados con esta topologia agrupan cepas aisladas durante los mismos afios.
Esto no significa que la estructura del arbol carezca de valor, aun fue posible emplear la
filogenia en combinacion con otros datos para poder hacer otro tipo de inferencias a partir de
ésta.

Utilizando el marco filogenético como guia, a distintos niveles de resolucion, fue posible
analizar la informacion de los hospederos de las cepas de Cmm, aportando resultados
interesantes. Por ejemplo, pareceria que en algunos subclados la agrupacion de las cepas
esta relacionada con la variedad de S. lycopersicum. Considerando las vias de transmision
de Cmm, esto sugiere que hay una fuerte influencia de la transmision vertical, ya que los
mismos linajes bacterianos se encuentran en las mismas variedades de hospederos. Sin
embargo, la coincidencia con los afios de aislamiento sugiere que la mayor influencia entre
los linajes es la temporal. En este sentido, se tiene que tomar en cuenta que los hospederos
de las cepas de Cmm provienen de invernaderos de alta tecnologia, en dénde comiunmente
hay instancias encargadas Unicamente de la produccion de semillas o plantulas, muchas de
las cuales luego son trasladadas a invernaderos donde se completa la produccién de la
hortaliza.

Considerando lo anterior, existe la posibilidad de que los procesos de generacion de semillas
y plantulas asociados a la produccion agricola intensiva tengan una influencia en la
genealogia de las cepas. Esto es, variedades de tomate (¢y quizas otras hortalizas?)
infectadas con Cmm transmiten su cepario de Cmm a la siguiente generacion. Asi mismo, si
en algun punto ocurre, algunas variedades que comparten el mismo espacio se podrian
infectar con la misma cepa, las cuales parecen ser distintivas de ciertas variedades para
algunos casos. El traslado de las plantas entre distintos sitios de produccién de semillas,
plantulas y produccién de fruto, podria explicar porqué no se ve una correlacion con la
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ubicacion geogréfica del hospedero. Mientras que el agrupamiento en distintos subclados de
cepas aisladas en los mismos afios de las mismas variedades sugiere multiples origenes de
las fuentes de infeccion.

9.3 El papel de la abundancia de proteasas y PCWDE

Los analisis de abundancia mostraron que las cepas de Cmm poseen, proporcionalmente,
una cantidad mayor de PCWDE en sus genomas que otras cepas de otras especies de su
mismo género o0 géneros cercanos. Estos resultados concuerdan con aguellos obtenidos por
Thapa y colaboradores (2017) para las PCWDE, aunque en su caso la abundancia de estas
enzimas fue reportada como abundancia absoluta, lo que hace dificil la comparacién directa
con nuestros datos.

Andlisis genémicos de PCWDE en otros organismos fitopatégenos sugieren que aquellos que
tienen un estilo de vida patogénico tienden a poseer un contenido mayor de PCWDE (Zhao
et al., 2014). Varias de las cepas de especies patdgenas, tales como C. tessellarius (clado Il),
C. nebraskensis (clado VI), C. insidiosus (clado VII), tienen una abundancia similar a la
encontrada en cepas no patdégenas, como CASJ009 (clado I), LMG 26808 (clado IX), o incluso
géneros en los que no se conocen a la fecha especies patégenas como Agreia (M1). Esto
podria ser un indicio de que en el caso de Clavibacter la abundancia de PCWDE vy la
patogenicidad en cada especie no estan necesariamente correlacionados. Es decir, que el
papel de estas enzimas, mismas que claramente han sido enriquecidas durante la historia
evolutiva de estos microorganismos, podria ser funcionalmente otro, en sintonia con la
naturaleza anfibionte de estos microorganismos.

Pero, ¢qué significado podria tener que en especies como Cmm, donde aparentemente la
relacion entre la abundancia y el estilo de vida como patégeno se cumple, haya linajes con
una mayor cantidad de estas enzimas? Una mayor cantidad de estas enzimas podria ser un
indicio de que estos linajes en particular disponen de mas mecanismos para degradar las
paredes celulares de sus hospederos. En consecuencia, para estos casos, si se podria estar
cumpliendo con la expectativa de estar ligada la abundancia a la virulencia, lo que sélo se
podria confirmar mediante experimentos adicionales.

9.4 Perfiles distintivos de proteasas y PCWDE: ¢ se relacionan con los hospederos?

Por otra parte, la presencia y la diversidad de ciertas familias de genes en un organismo
puede relacionarse con su estilo de vida y su especificidad por un hospedero (Hardoim &
Hardoim, 2017; Baroncelli et al., 2016; Karpinets et al., 2014). Los heatmaps de las familias
conservadas de proteasas y PCWDE revelaron diferencias interesantes. Dado que es mas
comun hallar homélogos de proteasas relacionados a la patogenicidad de Cmm en otras
especies, que del tipo PCWDE, podria ser que éstas Ultimas son un rasgo distintivo
relacionado con la capacidad patogénica en los distintos hospederos. A través de pruebas
con PCWDE en otros organismos fitopatdgenos de monocotiledéneas y dicotiledéneas se ha
observado que estas enzimas tienen una preferencia por sustratos mas similares a la pared
celular de sus respectivos hospederos, especificamente, una mayor actividad hidrolitica (King
et al., 2011) algo que puede reflejarse en la presencia de ciertas familias enzimaticas en un
genoma (Baroncelli et al., 2016; Ohm et al., 2012). Esta observacion sugiere la adopcién de
mecanismos mejor adaptados para degradar las paredes celulares de sus hospederos, con
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un grado de especificidad detectable, lo que podria ser el caso para especies del género
Clavibacter.

Se han aislado cepas de Clavibacter de distintos linajes a partir de tejidos de S. lycopersicum,
varias de las cuales no producen enfermedad en esta planta (Osdaghi et al., 2018; Thapa et
al., 2017; Yasuhara-Bell & Alvarez, 2014; Zaluga et al., 2013), algunas de las cuales fueron
incluidas en este trabajo. La diversidad y las diferencias en la presencia o ausencia de ciertas
familias enzimaticas, especialmente aquellas en donde se encuentran los genes que han sido
ligados al desarrollo de la enfermedad, podrian explicar la incapacidad de algunas cepas de
causar enfermedad en algunos hospederos. Esta observacion apoya la idea de que existe la
adaptacion de mecanismos especificos para la degradacion de las paredes celulares de cada
especie a su hospedero.

9.5 Secretomas distintos: mas alla de la presencia o0 ausencia de genes

Es notable que en varias cepas de Cmm se hayan encontrado enzimas que en la cepa
NCPP382 carecen de péptido sefial. Por el lado de las proteasas, fue posible predecir algunas
funciones interesantes: peptidasas de péptido sefial, sortasas y lipasas. Las peptidasas de
péptido sefial son enzimas importantes para la maduracion de precursores de proteinas
secretadas por las vias Sec y Tat (Paetzel et al., 2002). Se encargan de cortar el péptido
sefial de los precursores. Las sortasas estan implicadas en la adhesion de proteinas a la
pared celular bacteriana, muchas de las cuales son factores de virulencia (Spirig, Weiner, &
Clubb, 2011). Las lipasas han adquirido cierta importancia como factores de virulencia en los
Ultimos afios (Subramoni et al.,, 2010). Se sabe que pueden influir en los procesos de
colonizacién, ya que pueden ayudar a sortear las barreras, como la cuticula de las plantas
compuestas por polimeros cerosos. Si bien degradan lipidos y no proteinas, la estructura en
su sitio funcional es similar al de las serin-proteasas (Gupta et al., 2004), por lo que esa podria
ser la razén por la que se detectaron en este andlisis.

Por parte de las PCWDE, parece que la mayoria de las enzimas son proteinas con capacidad
de degradar hemicelulosa, una de las moléculas que dan resistencia a la pared celular al
interactuar con las fibras de celulosa (Cosgrove, 2016), por lo que podrian tener relevancia
para la virulencia de estas cepas. Una diferencia interesante entre las cepas selectas es que
practicamente en ninguna familia enzimética se hallaron péptidos sefial en todos los
homologos hallados en ellas. Si el secretoma de un organismo puede determinar la forma en
las que se relaciona y comunica con otro ¢ qué podrian significar estas diferencias para Cmm?
La caracterizacion reciente de dos celulasas de Cmm, la destacada CelA y su homologa CelB,
demostré que la presencia del péptido sefial es indispensable para que estas enzimas
produzcan sintomas de enfermedad in planta (Hwang et al., 2018). De ser el mismo caso para
gue otros elementos del tipo proteasa o PCWDE lleven al desarrollo del cancro bacteriano y
la aparicion de sintomas, esto implicaria que la patogenicidad y la virulencia de las cepas no
solamente esté en funcion de la ausencia o presencia de elementos de patogenicidad en los
genomas, sino también en la capacidad de éstos de ser secretados.

Los cambios pronunciados en la presencia del péptido sefial en ortélogos dentro de un mismo
género se han asociado a cambios en estilo de vida en otras bacterias (Honigschmid et al.,
2018). Aparentemente, este cambio esta asociado a la evolucién de un estilo de vida libre a
un estado endosimbidtico. No hay evidencia de que las bacterias del género Clavibacter estén
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cambiando a un estado endosimbidtico. Sin embargo, la pérdida de los péptidos sefial bien
podria indicar, también, un cambio en la asociacibn que tienen estas bacterias con sus
hospederos, asi como en la interaccion que pueden establecer con los mismos. Partiendo de
esta hipétesis, resta la pregunta sobre qué fuerza es la que podria estar influyendo en la
pérdida de péptidos sefial en Cmm.

9.6 Consideraciones finales sobre la naturaleza anfibionte de Clavibacter

Cmm es una bacteria que coloniza un ambiente pobre en nutrientes. Las diferencias
observadas entre las cepas, tanto en las familias de enzimas presentes como aquellas que
se pueden secretar, son un indicio de que algunas de las cepas de Cmm podrian tener
capacidades distintas de acceder a nutrientes en este ambiente en comparacién con otras
cepas de su misma especie. La diversidad de estas enzimas, explorada a profundidad en las
poblaciones de Cmm por primera vez, también podria explicar porqué la variabilidad en la
presencia de los factores de patogenicidad puede tener efectos dependientes de la cepa:
mientras algunas cepas si emplean principalmente los elementos ligados a la patogenicidad
ya conocidos, otras podrian apoyarse ademas en mecanismos alternativos a éstos. Asi
mismo, podria ser que estos factores de patogenicidad tengan otros papeles aun por ser
descubiertos, justamente relacionados a la naturaleza anfibionte de especies del género
Clavibacter.

En otros organismos fitopatdgenos, el control de la expresion de PCWDE esta regulado por
el quorum sensing y la disponibilidad de ciertos nutrientes en el ambiente, tales como la fuente
de carbono (Bowden et al., 2013; Olsson et al., 2003). En el caso de los patdgenos vasculares,
como se ha clasificado a Cmm, una de sus fuentes de nutrientes es la pared celular de las
plantas (Yadeta & Thomma, 2013), la cual no solamente varia en composicién dependiendo
de la especie y tipo celular (Popper, 2008), sino también por etapa de desarrollo de la planta
(Lampugnani et al., 2018) o por condiciones de estrés (Houston et al., 2016).

En el contexto del cancro bacteriano en S. lycopersicum, la expresiéon de las PCWDE
encontradas en Cmm también podria estar regulada de acuerdo con la disponibilidad de
fuentes de carbono asociado a los cambios en la composicion de la pared celular del
hospedero, los cuales pueden ser consecuencia del avance de la enfermedad (Chalupowicz
et al., 2017; Flugel et al., 2012; Savidor et al., 2012), del desarrollo de la planta, lo que
explicaria las diferencias en la mortandad por cancro bacteriano en distintas etapas
fenoldgicas (Sharabani et al., 2013), o del estrés provocado por las condiciones de cultivo en
ambientes agroecoldgicos. La produccion de tomate en ambientes agricolas como los
invernaderos de alta tecnologia conlleva una alta dificultad, dado que implica el control
cuidadoso de fuentes de estrés para las plantas como elementos bioticos y abiéticos o el
empleo de algunas practicas agronomicas (Peet & Welles, 2005), aunque en ocasiones se
provoca deliberadamente estrés sobre éstas para producir efectos que facilitan su
propagacion (Alberta Ministry of Agriculture and Forestry, 2004) o para obtener caracteristicas
organolépticas deseadas en los frutos (Zushi, 2008).

La respuesta de las cepas de Cmm a las situaciones anteriormente mencionadas, aunque
fundamentalmente similar entre todas, podria tener consecuencias completamente distintas
para sus hospederos. Lo anterior, considerando la variabilidad genémica encontrada tanto en
la presencia o ausencia de familias enziméaticas PCWDE y proteasas como en la presencia
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de péptidos sefial. Lo cual es una imagen que enmarca muy bien la naturaleza multifactorial
de la anfibiosis.
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10. CONCLUSIONES

Clavibacter no es un género abundante en plantas de S. lycopersicum fuera de ambientes
agroecoldgicos en los cuales, una combinacion entre los sistemas de produccién de estos
sistemas y la naturaleza de la transmision de estos organismos podrian estar enriqueciendo
las microbiotas de las plantas con bacterias del género.

Las cepas de Cmm muestran poca divergencia en general. Sin embargo, claramente hay
linajes distintos con caracteres gendmicos propios de cada uno, cuya formacion parece estar
influenciada por dindmicas asociadas a los organismos hospederos.

La variedad en familias de proteasas y PCWDE més que la abundancia de éstas en una
especie de Clavibacter, parece ser determinante en la capacidad que tienen estas bacterias
de causar enfermedad en sus respectivos hospederos. Lo que apunta a la importancia del
hospedero en la evolucién gendmica de Clavibacter respecto a estas enzimas.

Dada la importancia del péptido sefal en los elementos funcionales ligados a la patogenicidad
del tipo PCWDE vy proteasa, las diferencias en la presencia de esta secuencia dentro de las
mismas familias enziméaticas indican que las cepas de Cmm tienen distintas capacidades de
interactuar con sus hospederos a través de sus secretomas. Lo que podria repercutir en el
resultado de la interaccion (espectro mutualista-patégeno) entre microorganismo y hospedero
y explicar en parte la naturaleza anfibionte observada en esta bacteria.
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11. PERSPECTIVAS

Por cuestiones de tiempo el tercer objetivo especifico de esta tesis no se pudo llevar a cabo,
por lo que algunas de estas perspectivas, en particular las derivadas de los analisis de
gendmica comparativa, corresponden a los experimentos que pudieron ser planteados como
parte de dicho obijetivo:

1. Los andlisis filogenomicos mostraron indicios de ciertas relaciones con la transmisién de
Cmm y su posicién en la filogenia. Por lo que seria importante un estudio completo para
analizar las dinamicas de transmision de Cmm que puedan alimentar otros estudios desde
una perspectiva evolutiva y responder preguntas como: cual es el origen de Cmm o sobre
como evoluciona la patogenicidad en esta bacteria. Aunque nuestro laboratorio ha
monitoreado brotes de cancro bacteriano por varios afios y en varios sitios, este tipo de
analisis se veria beneficiado de un aumento en el alcance tanto temporal como espacial de
los datos disponibles. Por ejemplo, mediante la colaboracién e intercambio de datos con otros
grupos de trabajo dedicados al estudio de esta bacteria dentro o fuera del pais o
incrementando los esfuerzos de muestreo para el aislamiento de nuevas cepas de Cmm.

2. Aunque deben existir otros factores, ademas de proteinas como las PCWDE en la
especificidad por un hospedero, tanto la gama como abundancia de estas enzimas en el
genoma de un organismo con seguridad deben influir en su capacidad de ser patégeno en
ciertas especies. La exploracion de la relacion en la presencia o ausencia de familias
enzimaticas de PCWDE (o proteasas) en las especies de Clavibacter y su capacidad de
desarrollar sintomas de enfermedad en algunos hospederos puede ser realizada, por
ejemplo, evaluando la capacidad de degradar distintos sustratos encontrados en las paredes
celulares de plantas y observar si hay correlaciones entre la actividad observada y perfiles
como los encontrados en este trabajo.

3. La existencia de subclados con una mayor abundancia de PCWDE que ademas poseen
familias de estas enzimas no encontradas en otros subclados podria estar relacionada con la
virulencia en estas cepas. Por lo que algunas preguntas interesantes que derivan de esta
observacién son si estas enzimas confieren una mayor virulencia a estas cepas y como
podrian influir en el desarrollo del cancro bacteriano. Un experimento simple para poder
evaluar esto es la inoculacién de plantas con cepas de Cmm de distintos perfiles de familias
enzimaticas y observar si se presentan sintomas y en qué magnitud. Desde otro angulo se
podria evaluar si la insercion de los genes de estas enzimas en otras cepas o la remocién de
éstos tiene un impacto en la virulencia.

4. La importancia de las diferencias en la presencia de péptidos sefal dentro de las mismas
familias enzimaticas y su influencia en la capacidad patogénica de las cepas de Cmm son
dos preguntas muy interesantes. La caracterizaciéon funcional de familias enzimaticas
selectas donde se aprecian diferencias en la presencia del péptido sefial permitiria comenzar
a responder esa pregunta. Por ejemplo, se podrian realizar mutaciones puntuales que
cambien el marco de lectura para eliminar el péptido sefial de estas enzimas y posteriormente
evaluar el impacto de estas mutaciones sobre el desarrollo de sintomas in planta. Los analisis
de dinamicas poblacionales en Cmm podrian ayudar a responder el porqué de la variacion en
la presencia de la secuencia del péptido sefial.
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5. A partir de las consideraciones finales mencionadas en la subseccion 9.6 otra evaluacion
gue podria realizarse sobre las cepas seria la respuesta de éstas a cambios en las fuentes
de carbono. Por ejemplo, comparando la respuesta en la expresion de genes de PCWDE en
cepas selectas con perfiles distintos expuestas a diferentes fuentes de carbono de origen
vegetal.
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12. DATOS SUPLEMENTARIOS

Tabla suplementaria 1. Lista de las muestras de plantas colectadas en estado silvestre.

Coordenadas
No Muestra Especie Estado Sitio Tejido colectado
X Y

1 PB1 Solanum lycopersicum 21.042658 -101.25891 Guanajuato Guanajuato Fruto, tallo, hoja
2 CF1 Solanum lycopersicum 20.712714 -100.75785 Guanajuato Comonfort Fruto, tallo, hoja
3 RAL Solanum lycopersicum 20.712714 -100.75785 Guanajuato Comonfort Fruto, tallo, hoja
4 RA2 Physalis philadelphica 20.712714 -100.75785 Guanajuato Comonfort Tallo, hoja

5 INIO1 Solanum lycopersicum var. cerasiforme  19.52086 -104.53456 Jalisco La Huerta Tallo, hoja

6 AUTO1 Solanum lycopersicum 19.80285 -104.37653 Jalisco Autlan Fruto, tallo, hoja
7 AUTO02 Physalis sp. 19.80403 -104.36251 Jalisco Autlan Fruto, tallo, hoja
8 AUTO3 Physalis philadelphica 19.80285 -104.37653 Jalisco Autlan Fruto, tallo, hoja
9 CzPO01 Physalis sp. 20.96488 -100.83816 Guanajuato  Cruz del Palmar Fruto, tallo, hoja
10 CzP02 Physalis sp. 20.96488 -100.83816 Guanajuato  Cruz del Palmar Fruto, tallo, hoja
11 PB2 Solanum lycopersicum - - Guanajuato Guanajuato Tallo, hoja
12 ACJ01 Solanum lycopersicum 20.719671 -101.33245 Guanajuato Irapuato Fruto, tallo, hoja
13 RA03 Solanum lycopersicum 20.712714 -100.75785 Guanajuato Comonfort Fruto, tallo, hoja
14 AYO1 Solanum lycopersicum 20.695807 -101.36047 Guanajuato Irapuato Fruto, tallo, hoja
15 AY02 Solanum lycopersicum 20.695807 -101.36047 Guanajuato Irapuato Fruto, tallo, hoja
16 AY03 Solanum lycopersicum 20.695807 -101.36047 Guanajuato Irapuato Fruto, tallo, hoja
17 INI02 Solanum lycopersicum var. cerasiforme  19.5214  -104.53553 Jalisco La Huerta Fruto, tallo, hoja
18 IN103 Solanum lycopersicum var. cerasiforme ~ 19.5214  -104.53553 Jalisco La Huerta Fruto, tallo, hoja
19 INI04 Solanum lycopersicum var. cerasiforme ~ 19.5214  -104.53553 Jalisco La Huerta Fruto, tallo, hoja
20 CNCHO01.1 Solanum lycopersicum var. cerasiforme  19.49062 -104.56561 Jalisco La Concha Fruto, tallo, hoja
21 CNCHO01.2 Solanum lycopersicum var. cerasiforme  19.49062 -104.56561 Jalisco La Concha Fruto, tallo, hoja
22 CNCHO01.3 Solanum lycopersicum var. cerasiforme  19.49062 -104.56561 Jalisco La Concha Fruto, tallo, hoja
23 CNCHO01.4 Solanum lycopersicum var. cerasiforme  19.49062 -104.56561 Jalisco La Concha Fruto, tallo, hoja
24 AGCO01 Solanum lycopersicum var. cerasiforme  19.51084 -104.56929 Jalisco Aguacaliente Fruto, tallo, hoja
25 AGCO02 Solanum lycopersicum var. cerasiforme  19.51084 -104.56929 Jalisco Aguacaliente Fruto, tallo, hoja
26 AGCO03 Solanum nigrum 19.51084 -104.56929 Jalisco Aguacaliente Fruto, tallo, hoja
27 AGCO04 Solanum lycopersicum var. cerasiforme  19.51084 -104.56929 Jalisco Aguacaliente Fruto, tallo, hoja
28 CRCVO01  Solanum lycopersicum var. cerasiforme  19.83623 -104.30056 Jalisco El Corcovado Fruto, tallo, hoja
29  CRCV02 Solanum lycopersicum var. cerasiforme  19.83623 -104.30056 Jalisco El Corcovado Fruto, tallo, hoja
30 CRCVO03  Solanum lycopersicum var. cerasiforme  19.83623 -104.30056 Jalisco El Corcovado Fruto, tallo, hoja
31 CRCV04 Solanum lycopersicum var. cerasiforme  19.83623  -104.30056 Jalisco El Corcovado Fruto, tallo, hoja
32 CRCV05 Solanum lycopersicum var. cerasiforme  19.83623  -104.30056 Jalisco El Corcovado Fruto, tallo, hoja
33 CRCV06  Solanum lycopersicum var. cerasiforme  19.83574  -104.29393 Jalisco El Corcovado Fruto, tallo, hoja
34 CRCVO7  Solanum lycopersicum var. cerasiforme  19.83574  -104.29393 Jalisco El Corcovado Fruto, tallo, hoja
35 CRCV08  Solanum lycopersicum var. cerasiforme  19.83574  -104.29393 Jalisco El Corcovado Fruto, tallo, hoja
36 CRCV09 Solanum nigrum 19.83574  -104.29393 Jalisco El Corcovado Fruto, tallo, hoja
37 CRCV10  Solanum lycopersicum var. cerasiforme  19.83574  -104.29393 Jalisco El Corcovado Fruto, tallo, hoja
38 GzVvo1l Solanum lycopersicum - - Veracruz ~ Gutiérrez Zamora  Fruto, tallo, hoja
39 JAL Solanum lycopersicum - - Jalisco Tepec Fruto, tallo, hoja
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Tabla suplementaria 2 Lista de cepas bacterianas aisladas a partir de las muestras de plantas en estado silvestre. Se muestran las clasificaciones taxonémicas de los
aislados desde género hasta orden en el caso de aquellos que fueron identificados mediante el andlisis de la secuencia de la subunidad 16S del gen rRNA. En el caso de
aquellos aislados analizados mediante el uso del marcador especifico del género Clavibacter Unicamente se muestra el resultado del uso de éste. El sombreado indica la

coocurrencia de las cepas.

No Muestra origen Cepa Resultado 16S-rRNA Familia Orden Marcador Clavibacter
1 PB1A Microbacterium Microbacteriaceae Micrococcales -
2 PB1B - - - Negativo
3 PBl PB1C Microbacterium Microbacteriaceae Micrococcales -
4 PB1E Agrococcus Microbacteriaceae Micrococcales -
5
6
7
8
9
10
11
12
13 RA1A Microbacterium Microbacteriaceae Micrococcales -
14 RA1 RA1B Clavibacter Microbacteriaceae Micrococcales -
15 RA1C Microbacterium Microbacteriaceae Micrococcales -

N N N NN P PR PR
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No. Muestra origen Cepa Resultado 16S-rRNA Familia Orden Marcador Clavibacter
25 RA2I2 Arthrobacter Micrococcaceae Micrococcales -
26 RA2J1 Arthrobacter Micrococcaceae Micrococcales -
27 RA2J2 Microbacterium Microbacteriaceae Micrococcales -
28 INIO1A Curtobacterium Microbacteriaceae Micrococcales -
29 INI01B Curtobacterium Microbacteriaceae Micrococcales -
30 INIO1C Curtobacterium Microbacteriaceae Micrococcales -
31 INIO1D Microbacterium Microbacteriaceae Micrococcales -
32 INIO1E Staphylococcus Staphylococcaceae Bacillales -
33 INIO1F Corynebacterium Corynebacteriaceae Corynebacteriales -
34 INIO1H Microbacterium Microbacteriaceae Micrococcales -
35 INIO1I Arthrobacter Micrococcaceae Micrococcales -
36 INI01J Corynebacterium Corynebacteriaceae Corynebacteriales -
37 INIO1K Leifsonia Microbacteriaceae Micrococcales -
38 INIO1L Microbacterium Microbacteriaceae Micrococcales -
39 INIO161A Arthrobacter Micrococcaceae Micrococcales -
40 INio INI0161B Microbacterium Microbacteriaceae Micrococcales -
41 INIO162A Cellulosimicrobium Promicromonosporaceae Micrococcales -
42 INI0162B Microbacterium Microbacteriaceae Micrococcales -
43 INIO163A Microbacterium Microbacteriaceae Micrococcales -
44 INI0163B Microbacterium Microbacteriaceae Micrococcales -
45 INIO164A Microbacterium Microbacteriaceae Micrococcales -
46 INI0164B Microbacterium Microbacteriaceae Micrococcales -
47 INI0164C Microbacterium Microbacteriaceae Micrococcales -
48 INIO1eA Arthrobacter Micrococcaceae Micrococcales -
49 INI01eB Microbacterium Microbacteriaceae Micrococcales -
50 INIO1eC Microbacterium Microbacteriaceae Micrococcales -
51 INI01eD Curtobacterium Microbacteriaceae Micrococcales -
52 AUTO1 AUTO1A Agrococcus Microbacteriaceae Micrococcales -
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No. Muestra origen

58
59
60 AUTO2
61
62

68
69
70
71
72
73

CzPo01

81 PB2

Cepa

AUTO2A
AUTO02B
AUTO02C
AUTO02D
AUTO2E

CZPO1A
CzZP01B
CzPO01C
CZP01D
CZPO1E
CZPO1F

PB2A

Resultado 16S-rRNA

Microbacterium
Microbacterium
Curtobacterium
Curtobacterium
Microbacterium

Microbacterium
Curtobacterium
Curtobacterium
Curtobacterium
Plantibacter
Curtobacterium

Familia

Microbacteriaceae
Microbacteriaceae
Microbacteriaceae
Microbacteriaceae
Microbacteriaceae

Microbacteriaceae
Microbacteriaceae
Microbacteriaceae
Microbacteriaceae
Microbacteriaceae
Microbacteriaceae

Orden

Micrococcales
Micrococcales
Micrococcales
Micrococcales
Micrococcales

Micrococcales
Micrococcales
Micrococcales
Micrococcales
Micrococcales
Micrococcales

Marcador Clavibacter



No.

Muestra origen

Cepa

Resultado 16S-rRNA

Familia

Orden

Marcador Clavibacter

82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109

ACJO1

RAO3

ACJO1nTA
ACJO1n1B
ACJO1nTC
RAO3nTA
RAO3nT1B
RA03n1C
RAO3nTtD
RAQO3nTE
RAO03nTG
RAO3nTH
RAO3ntJ
RAO3nTR
RAO3npA
RA03n¢B
RAO03n¢C
RAO03n¢D
RAO3noE
RAO03n@F
RA03n¢eH
RA03neK
RAO3neM
RA03n¢eN
RAO03n¢eP
RAO03n¢S
RAO3k@pA
RAO3k¢pB
RAO03k¢C
RAO3ATA

Curtobacterium
Microbacterium
Curtobacterium
Pseudarthrobacter
Microbacterium
Arthrobacter
Arthrobacter
Microbacterium
Curtobacterium

Labedella
Curtobacterium
Curtobacterium
Microbacterium
Curtobacterium
Curtobacterium
Microbacterium
Curtobacterium
Curtobacterium
Microbacterium
Curtobacterium

Paenarthrobacter
Microbacterium
Microbacterium
Curtobacterium
Curtobacterium
Curtobacterium

Curtobacterium

Microbacteriaceae
Microbacteriaceae
Microbacteriaceae
Micrococcaceae
Microbacteriaceae
Micrococcaceae
Micrococcaceae
Microbacteriaceae
Microbacteriaceae
Microbacteriaceae
Microbacteriaceae
Microbacteriaceae
Microbacteriaceae
Microbacteriaceae
Microbacteriaceae
Microbacteriaceae
Microbacteriaceae
Microbacteriaceae
Microbacteriaceae
Microbacteriaceae
Micrococcaceae
Microbacteriaceae
Microbacteriaceae
Microbacteriaceae
Microbacteriaceae
Microbacteriaceae

Microbacteriaceae

Micrococcales
Micrococcales
Micrococcales
Micrococcales
Micrococcales
Micrococcales
Micrococcales
Micrococcales
Micrococcales
Micrococcales
Micrococcales
Micrococcales
Micrococcales
Micrococcales
Micrococcales
Micrococcales
Micrococcales
Micrococcales
Micrococcales
Micrococcales
Micrococcales
Micrococcales
Micrococcales
Micrococcales
Micrococcales
Micrococcales

Micrococcales

Negativo
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No. Muestra origen Cepa Resultado 16S-rRNA Familia Orden Marcador Clavibacter
110 RAQO3ATB Curtobacterium Microbacteriaceae Micrococcales -

111 RAO3ATC Curtobacterium Microbacteriaceae Micrococcales -

112 RAO3ATE Microbacterium Microbacteriaceae Micrococcales -

113 RAO3ATG1.1 Microbacterium Microbacteriaceae Micrococcales -

114 RAO3ATG1.2 Curtobacterium Microbacteriaceae Micrococcales -

115 AY01B Curtobacterium Microbacteriaceae Micrococcales -

116 AYO1E Curtobacterium Microbacteriaceae Micrococcales -

117 AYO1F Curtobacterium Microbacteriaceae Micrococcales -

118 AY01G Leucobacter Microbacteriaceae Micrococcales -

119 AYO01 AYO1H Arthrobacter Micrococcaceae Micrococcales -

120 AY01n4 Luteococcus Propionibacteriaceae Propionibacteriales -

121 AY01nA - - - Negativo
122 AY01nB Microbacterium Microbacteriaceae Micrococcales -

123 AY01nC - - - Negativo
124 AY02B Curtobacterium Microbacteriaceae Micrococcales -

125 AY02C Arthrobacter Micrococcaceae Micrococcales -

126 AY02D Arthrobacter Micrococcaceae Micrococcales -

127 AYO02E2 Microbacterium Microbacteriaceae Micrococcales -

128 P AY02nA Arsenicicoccus Intrasporangiaceae Micrococcales -

129 AY02nB Curtobacterium Microbacteriaceae Micrococcales -

130 AY02nC Cellulomonas Cellulomonadaceae Micrococcales -
131 AY02nC Cellulomonas Cellulomonadaceae Micrococcales -
132 AY02nD - - - Negativo
133 AY02nE Labedella Microbacteriaceae Micrococcales -
134 AYO03A Curtobacterium Microbacteriaceae Micrococcales -

135 AY03C - - - Negativo
136 AY03 AYO03D Curtobacterium Microbacteriaceae Micrococcales -

137 AY03nA Arthrobacter Micrococcaceae Micrococcales -
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No.
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150
151
152
153
154
155
156
157
158
159
160
161
162
163
164
165
166

Muestra origen

INIO2

Cepa

INI02A
INI02B
INI02D
INIO2E
INIO2F
INI02G
INI021
INIO2M
INIO2N
INI020
INIO2P
INI02Q
INIO2R
INI02S

Resultado 16S-rRNA

Microbacterium
Microbacterium
Curtobacterium
Curtobacterium
Microbacterium
Microbacterium
Microbacterium
Brevibacterium
Curtobacterium
Brevibacterium

Familia

Microbacteriaceae
Microbacteriaceae
Microbacteriaceae
Microbacteriaceae
Microbacteriaceae
Microbacteriaceae
Microbacteriaceae
Brevibacteriaceae
Microbacteriaceae
Brevibacteriaceae

Orden

Micrococcales
Micrococcales
Micrococcales
Micrococcales
Micrococcales
Micrococcales
Micrococcales
Micrococcales
Micrococcales
Micrococcales

Marcador Clavibacter

Negativo

Negativo
Negativo

Negativo
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No. Muestra origen Cepa Resultado 16S-rRNA Familia Orden Marcador Clavibacter
167 INIO3N1 Leucobacter Microbacteriaceae Micrococcales -
168 INIO3N2 Brevibacterium Brevibacteriaceae Micrococcales -
169 INIO4A Leucobacter Microbacteriaceae Micrococcales -
170 INI04B - - - Negativo
171 INIO4C Micrococcus Micrococcaceae Micrococcales -
172 IN104 INIO4F Leucobacter Microbacteriaceae Micrococcales -
173 INI04K Curtobacterium Microbacteriaceae Micrococcales -
174 INI04L Leucobacter Microbacteriaceae Micrococcales -
175 INI04M - - - Negativo
176 CNCHO01.1A Citricoccus Micrococcaceae Micrococcales -
177 CNCHOLL CNCHO01.1B Arthrobacter Micrococcaceae Micrococcales -
178 CNCHO01.2A Microbacterium Microbacteriaceae Micrococcales -
179 CNEHELS CNCHO01.2B Curtobacterium Microbacteriaceae Micrococcales -
180 CNCHO01.2C Rummeliibacillus Planococcaceae Bacillales -
181 CNCHO01.2D Curtobacterium Microbacteriaceae Micrococcales -
182 CNCHO01.3 CNCHO01.3A Curtobacterium Microbacteriaceae Micrococcales -
183 CNETLA CNCHO01.4B Curtobacterium Microbacteriaceae Micrococcales -
184 CNCHO01.4D Curtobacterium Microbacteriaceae Micrococcales -
185 AGCO04A - - - Negativo
186 AGCO4 AGC04B Microbacterium Microbacteriaceae Micrococcales -
187 CRCV02B Curtobacterium Microbacteriaceae Micrococcales -
188 CRCV02C Curtobacterium Microbacteriaceae Micrococcales -
189 CRCV02D Curtobacterium Microbacteriaceae Micrococcales -
190 CRCVO02E Microbacterium Microbacteriaceae Micrococcales -
191 CRCvoz CRCV02G Curtobacterium Microbacteriaceae Micrococcales -
192 CRCVO2H - - - Negativo
193 CRCVO02I Kocuria Micrococcaceae Micrococcales -
194 CRCV02J Brevibacterium Brevibacteriaceae Micrococcales -
195 CRCV03 CRCVO03A Curtobacterium Microbacteriaceae Micrococcales -
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No. Muestra origen Cepa Resultado 16S-rRNA Familia Orden Marcador Clavibacter
196

197

198

199

200 CRCV05B Curtobacterium Microbacteriaceae Micrococcales -
201 CRCVO05 CRCV05C - - - Negativo
202 CRCVO05D Curtobacterium Microbacteriaceae Micrococcales -
203

204

205

206

207 CRCVO7A Curtobacterium Microbacteriaceae Micrococcales -
208 CRCV07B - - - Negativo
209 CRCVO07 CRCV07C - - - Negativo
210 CRCVO07D Microbacterium Microbacteriaceae Micrococcales -
211 CRCVO7E Kocuria Micrococcaceae Micrococcales -
212

213

214

215

216

217 CRCV10A Curtobacterium Microbacteriaceae Micrococcales -
218 CRCV10 CRCV10B Curtobacterium Microbacteriaceae Micrococcales -
219 CRCV10C Curtobacterium Microbacteriaceae Micrococcales -

220

222
223
224
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No.
225
226
227
228
229
230
231
232
233
234
235
236
237
238
239
240
241
242
243
244
245
246
247
248
249
250
251
252
253

Muestra origen

JAL

Cepa

JAL-01
JAL-02
JAL-03
JAL-04
JAL-05
JAL-06.1
JAL-06.2
JAL-07
JAL-08
JAL-09
JAL-10
JAL-11

Resultado 16S-rRNA

Familia

Orden

Marcador Clavibacter

Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
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No. Muestra origen Cepa Resultado 16S-rRNA Familia Orden Marcador Clavibacter
254 JAL-12 - - - Negativo
255 JAL-13 - - - Negativo
256 JAL-14 - - - Negativo
257 JAL-15 - - - Negativo
258 JAL-16 - - - Negativo
259 JAL-17 - - - Negativo
260 JAL-18 - - - Negativo
261 JAL-19 - - - Negativo
262 JAL-20 - - - Negativo
263 JAL-21 - - - Negativo
264 JAL-22 - - - Negativo
265 JAL-23 - - - Negativo
266 JAL-24 - - - Negativo
267 JAL-25 - - - Negativo
268 JAL-26 - - - Negativo
269 JAL-27.1 - - - Negativo
270 JAL-27.2 - - - Negativo
271 JAL-28 - - - Negativo
272 JAL-30 - - - Negativo
273 JAL-31 - - - Negativo
274 JAL-32 - - - Negativo
275 JAL-33 - - - Negativo
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Tabla suplementaria 3 Cepas dentro de la base de datos gendmica. Se muestra la especie de la cepa, su lugar de origen, afio de aislamiento y fuente de aislamiento. En la
fuente de aislamiento se indica la especie del organismo de donde se aislé la cepa, si no se indica una especie se especifica la fuente. En los casos en los que la fuente de
aislamiento es Solanum lycopersicum se indica ademas la variedad de la planta si se tiene conocimiento de ésta. El sombreado de filas contiguas indica la coocurrencia de las
cepas en un mismo hospedero.

. Lugar de Afio de Variedad (S. :
No. Especie Cepa origen aislamiento Fuente lycopersicum) Acceso Referencia
1 Agreia pratensis VKM Ac-2510 Alemania SD SD - publico Kyrplgg]sAet al,
2 Agreia sp. VKM Ac-1783 Rusia SD SD - pablico Vas"ez%kfsa al.,
3 Agreia sp. VKM Ac-2052 Rusia SD SD - piblico Ky’p'ggi o al,
4 Agreia sp. AY2B8 EUA SD SD - publico Davis et al., 2018
5 Clavibacter capsici PF008 Corea del Sur 2015 Capsicum annum - publico Oh et al., 2016
6 Clavibacter cf. michiganensis LMG 26808 Paises Bajos SD SolanL_lm SD publico Zaluga et al., 2014
' lycopersicum ”
7 Clavibacter insidiosus ATCC 10253 EUA 1960 Medicago sativa - publico Li & Yuan, 2017
8 Clavibacter insidiosus LMG 3663 EUA 1955 Medicago sativa - publico Li & Yuan, 2017
9 Clavibacter insidiosus R1-1 EUA 2009 Medicago truncatula - publico Luetal., 2015
10 Clavibacter insidiosus R1-3 EUA 2009 Medicago truncatula - publico  Base de datos NCBI
11 Clavibacter michiganensis AY1A6 EUA 2014 Lolium perenne SD publico Davis et al., 2018
12 Clavibacter michiganensis AY1B2 EUA 2013 Lolium perenne SD publico Davis et al., 2018
13 Clavibacter michiganensis AY1B3 EUA 2014 Lolium multiflorum SD publico Davis et al., 2018
) - . Solanum L
14 Clavibacter michiganensis CASJ009 EUA 2011 | . SD publico Thapa et al., 2017
ycopersicum
. . . . Suelo de -
15 Clavibacter michiganensis CF11 China 2011 . - publico Du et al., 2015
invernadero
) . . Solanum L
16 Clavibacter michiganensis CFBP7494 EUA 1999 | . SD publico Thapa et al., 2017
ycopersicum
17 Clavibacter michiganensis CFBP8017 Paises Bajos 2006 Solanum sD Gblico  Thapa et al., 2017
g ! lycopersicum p p o
. o . . . Solanum L
18 Clavibacter michiganensis CFBP8019 Paises Bajos SD | . SD publico Thapa et al., 2017
ycopersicum
19 Clavibacter michiganensis Z001 EUA 2012 Dactylis glomerata - publico Davis et al., 2018
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. Lugar de Afio de Variedad (S. :
No. Especie Cepa origen aislamiento Fuente lycopersicum) Acceso Referencia
20 Clavibacter michiganensis Z002 EUA 2012 Dactylis glomerata - publico Dauvis et al., 2018
21 Clavibacter michiganensis subsp. CA00001 EUA 2000 Solanum SD piblico  Thapa et al., 2017
michiganensis lycopersicum
22 Clavibacter michiganensis subsp. CA00002 EUA 2000 Solanum SD piblico  Thapa et al., 2017
michiganensis lycopersicum
23 Clavibacter michiganensis subsp. CASJ001 EUA 1999 Solanum SD pablico  Thapa et al., 2017
michiganensis lycopersicum
Clavibacter michiganensis subsp. Solanum .
24 michiganensis CASJ002 EUA 1999 lycopersicum SD publico Thapa et al., 2017
Clavibacter michiganensis subsp. Solanum e
25 michiganensis CASJ006 EUA 2002 lycopersicum SD publico Thapa et al., 2017
26 Clavibacter michiganensis subsp. CASJ007 EUA 2011 Solanum SD plblico  Thapa et al., 2017
michiganensis lycopersicum
27 Clavibacter michiganensis subsp. CASJ008 EUA 2002 Solanum sD piblico  Thapa et al., 2017
michiganensis lycopersicum
Clavibacter michiganensis subsp. Solanum e
28 michiganensis CAYOO001 EUA 2001 lycopersicum SD publico Thapa et al., 2017
29 CIaV|bacter_mlphlgane_nss subsp. NCPPB 382 Reino Unido 1956 Solanl_Jm sD pablico Gartemann et al.,
michiganensis lycopersicum 2008
30 CIawbacter‘mlphlgane‘nss subsp. VKM Ac-1403 Hungria 1957 SolanL_Jm SD publico  Base de datos NCBI
michiganensis lycopersicum
31 Clavibacter nebraskensis DOAB 395 Canada 2014 Zea mays - publico  Base de datos NCBI
32 Clavibacter nebraskensis DOAB 397 Canada 2014 Zea mays - publico Tamb;glg;t al,
33 Clavibacter nebraskensis NCPPB 2581 EUA 1971 Zea mays - publico  Base de datos NCBI
34 Clavibacter sepedonicus ATCC33113 Canada 1948 Solanum tuberosum - publico Bentley et al., 2008
35 Clavibacter sepedonicus CFIA-Cs3N Canada SD Solanum tuberosum - publico Li & Yuan, 2017
36 Clavibacter sepedonicus CFIA-CsR14 Canada SD Solanum tuberosum - publico Li & Yuan, 2017
37 Clavibacter sp. 199 EUA SD Sorghum spp. - publico  Base de datos NCBI
38 Clavibacter tessellarius ATCC 33566 EUA 1976 Triticum aestivum - publico Li & Yuan, 2017
39 Clavibacter tessellarius DOAB 609 EUA 1976 Triticum aestivum - publico  Base de datos NCBI
40 Curtobacterium sp. 314Chird.1 SD SD SD - publico  Base de datos NCBI
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Lugar de

Afio de

Variedad (S.

No. Especie Cepa origen aislamiento Fuente lycopersicum) Acceso Referencia
41 Curtobacterium sp. UNCCL20 SD SD SD - publico  Base de datos NCBI
42 Curtobacterium sp. YR515 SD SD SD - publico  Base de datos NCBI
43 Microbacterium agarici DSM 21798 Taiwan SD Agaricus blazei - publico Young et al., 2010
44 Microbacterium oleivorans Wellendorf EUA SD Manija de puerta - publico Avrargg;-/Get al,
45 Microccous sp. FDAARSOS—% SD SD Homo sapiens - publico  Base de datos NCBI
46 Micrococcus luteus FDAARSOSJO SD SD Homo sapiens - publico  Base de datos NCBI
47 CIawbacter‘mlghlgane_nss subsp. 322 Chile 2005 Solanl_Jm sD privado Valenzuela et al.,
michiganensis lycopersicum 2018
48 CIawbacter‘mlg:hlganepss subsp. P3 Chile 2015 SolanL_Jm ) privado Valenzuela et al.,
michiganensis lycopersicum 2018
Clavibacter michiganensis subsp. . Solanum . Coleccion del
49 michiganensis AeR1 Guanajuato 2010 lycopersicum Komeett privado EvoDivMet
50 CIawbacter_mlg:hlgane_nss subsp. AeR2 Guanajuato 2010 Solanl_Jm Clermon privado Colecc_lon del
michiganensis lycopersicum EvoDivMet
51 CIawbacter‘mlphlganepss subsp. AeR4 Guanajuato 2010 SolanL_Jm Clermon privado Coleccyon del
michiganensis lycopersicum EvoDivMet
Clavibacter michiganensis subsp. . Solanum . Coleccion del
52 michiganensis AeR8 Guanajuato 2011 lycopersicum Clermon privado EvoDivMet
53 CIawbacter_mlf:hlgane_nss subsp. AeR9 Guanajuato 2011 SolanL_Jm Clermon privado Colecc_lon del
michiganensis lycopersicum EvoDivMet
54 CIawbacter‘mlghlgane‘nss subsp. AeR43 Guanajuato 2011 SolanL_Jm Komeett privado Colecc!on del
michiganensis lycopersicum EvoDivMet
55 CIawbacter‘mlphlgane.nss subsp. AeR79 Guanajuato 2013 Solangm Clermon privado Colecc!on del
michiganensis lycopersicum EvoDivMet
Clavibacter michiganensis subsp. . Solanum . . Coleccion del
56 michiganensis AeR87-6 Guanajuato 2013 lycopersicum Bigdena privado EvoDivMet
57 Microbacterium sp. AeR87-7 Guanajuato 2013 Solangm Bigdena privado Colecc!on sl
lycopersicum EvoDivMet
58 Clawbacter_mlf:hlgane_nss subsp. AeR93 Guanajuato 2013 Solangm Bigdena privado Colecc_lon del
michiganensis lycopersicum EvoDivMet
Clavibacter michiganensis subsp. . Solanum . Coleccion del
59 michiganensis AeR96-1 Guanajuato 2013 lycopersicum Torero privado EvoDivMet
60 CIawbacter_m|_ch|gane_r15|s subsp. ACR96-2 Guanajuato 2013 SoIanL_Jm T privado Colecc_lon del
michiganensis lycopersicum EvoDivMet
61 CIawbacter_mlf:hlgane_nss subsp. AeR97-1 Guanajuato 2013 Solangm Torero privado Colecc_lon del
michiganensis lycopersicum EvoDivMet
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. Lugar de Afio de Variedad (S. :
No. Especie Cepa origen aislamiento Fuente lycopersicum) Acceso Referencia
62 CIawbacter_mlghlgane_nss subsp. AeR99-1 Guanajuato 2013 SolanL_Jm Torero privado Colecc_lon del
michiganensis lycopersicum EvoDivMet
: q Solanum . Coleccion del
63 Microccous sp. AeR106-1 Guanajuato 2014 lycopersicum Komeett privado EvoDivMet
64 CIawbacter_mlphlgane_nms subsp. AeR106-3 Guanajuato 2014 Solam_xm Komeett privado Colecc_lon del
michiganensis lycopersicum EvoDivMet
65 CIawbacter_mlghlgane_nss subsp. AeR111 Guanajuato 2014 SolanL_Jm Torero privado Colecc_lon del
michiganensis lycopersicum EvoDivMet
Clavibacter michiganensis subsp. . Solanum . Coleccion del
66 michiganensis AeR112 Guanajuato 2014 lycopersicum Torero privado EvoDivMet
. . . Solanum . Coleccion del
67 Microbacterium sp. Aerl25A Guanajuato 2015 lycopersicum Torero privado EvoDivMet
68 CIaV|bacter‘mlphlgane_nss subsp. AeR125H Guanajuato 2015 Solanl_Jm Torero privado Colecc_lon del
michiganensis lycopersicum EvoDivMet
69 Microccous sp. AeR127B Guanajuato 2015 SolanL_Jm Torero privado Colecc_lon del
lycopersicum EvoDivMet
Clavibacter michiganensis subsp. . Solanum . Coleccion del
70 michiganensis AeR129B Guanajuato 2015 lycopersicum Torero privado EvoDivMet
71 Microbacterium sp. AeR129F-1 Guanajuato 2015 Solanl_Jm Torero privado Colecc!on sl
lycopersicum EvoDivMet
72 Curtobacterium sp. AeR129F-2 Guanajuato 2015 Solanqm Torero privado Colecc!on e
lycopersicum EvoDivMet
Clavibacter michiganensis subsp. . Solanum . . Coleccion del
73 michiganensis AeR130I Guanajuato 2015 lycopersicum Merlice privado EvoDivMet
74 CIawbacter_mlf:hlgane_nss subsp. AL2A Zacatecas 2015 SolanL_Jm Merlice privado Colecc_lon del
michiganensis lycopersicum EvoDivMet
75 CIawbacter‘mlghlgane‘nss subsp. AL2B Zacatecas 2015 SolanL_Jm Merlice privado Colecc!on del
michiganensis lycopersicum EvoDivMet
76 CIawbacter.mlphlgane.n&s subsp. AL3A Zacatecas 2015 Solanqm Merlice privado Colecc!on del
michiganensis lycopersicum EvoDivMet
Clavibacter michiganensis subsp. Solanum . . Coleccion del
77 michiganensis AL3D Zacatecas 2015 lycopersicum Merlice privado EvoDivMet
78 CIawbacter‘mlghlgane‘nss subsp. AM2A Michoacan 2016 SolanL_Jm Torero privado Colecc!on del
michiganensis lycopersicum EvoDivMet
79 CIawbacter_mlphlgane_nss subsp. AM2B Michoacan 2016 Solangm Torero privado Colecc_lon del
michiganensis lycopersicum EvoDivMet
Clavibacter michiganensis subsp. . p Solanum . Coleccion del
80 michiganensis AU flEe A lycopersicum e I EvoDivMet
81 CIawbacter_ml_chlgane_nS|s subsp. AM3B Michoacan 2016 SoIam_Jm Torero privado Colecc_lon del
michiganensis lycopersicum EvoDivMet
82 CIawbacter_mlphlgane_nss subsp. AM4B Michoacan 2016 Solangm Torero privado Colecc_lon del
michiganensis lycopersicum EvoDivMet
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. Lugar de Afio de Variedad (S. :
No. Especie Cepa origen aislamiento Fuente lycopersicum) Acceso Referencia
83 CIaV|bacter_mlf:hlgane_nms subsp. AMAC Michoacan 2016 SolanL_Jm TETE privado Colecc_lon del
michiganensis lycopersicum EvoDivMet
84 CIawbacter_mlghlgane_nss subsp. AM5C Michoacan 2016 SolanL_Jm Torero privado Colecc_lon del
michiganensis lycopersicum EvoDivMet
85 CIawbacter_mlphlgane_nms subsp. GV23M Nuevo Leén 2015 Solam_xm Merlice privado Colecc_lon del
michiganensis lycopersicum EvoDivMet
Clavibacter michiganensis subsp. p Solanum . . Coleccion del
86 michiganensis GV230 Nuevo Leodn 2015 lycopersicum Merlice privado EvoDivMet
Clavibacter michiganensis subsp. p Solanum . . Coleccion del
87 michiganensis GV23P Nuevo Leon 2015 lycopersicum Merlice privado EvoDivMet
Clavibacter michiganensis subsp. ) Solanum . . Coleccion del
88 michiganensis GV23Q Nuevo Leon 2015 lycopersicum Merlice privado EvoDivMet
89 CIaV|bacter‘mlphlgane_nas subsp. HEGA Querétaro 2016 Solanl_Jm Torero privado Colecc_lon del
michiganensis lycopersicum EvoDivMet
2 CIawbacter‘mlg:hlganepss subsp. HFSB Querétaro 2016 SolanL_Jm Torero privado Colecc_lon del
michiganensis lycopersicum EvoDivMet
Clavibacter michiganensis subsp. . Solanum . . Coleccion del
91 michiganensis INP10B Guanajuato 2016 lycopersicum Merlice privado EvoDivMet
92 CIaV|bacter_mlphlgane_nss subsp. INP10C Guanajuato 2016 Solanl_Jm Merlice privado Colecc_lon del
michiganensis lycopersicum EvoDivMet
93 CIawbacter.mlphlgane.n&s subsp. INP12A Guanajuato 2016 Solanqm Merlice privado Colecc!on del
michiganensis lycopersicum EvoDivMet
Clavibacter michiganensis subsp. . Solanum . . Coleccion del
94 michiganensis INP12B Guanajuato 2016 lycopersicum Merlice privado EvoDivMet
95 CIaV|bacter_mlghlgane_nss subsp. INP12C Guanajuato 2016 SoIanl_Jm Merlice privado Colecc_lon del
michiganensis lycopersicum EvoDivMet
9% CIaV|bacter.mlghlgane.nss subsp. INP12D Guanajuato 2016 Solangm Merlice privado Colecc!on del
michiganensis lycopersicum EvoDivMet
97 Clawbacter‘mlphlgane.nss subsp. K112 Guanajuato 2015 SolanL_lm Komeett privado Colecc!on del
michiganensis lycopersicum EvoDivMet
Clavibacter michiganensis subsp. . Solanum . Coleccion del
98 michiganensis K115 Guanajuato 2015 lycopersicum Komeett privado EvoDivMet
99 CIawbacter‘mlghlgane‘nss subsp. M113 Guanajuato 2015 SoIanL_Jm Merlice privado Colecc!on del
michiganensis lycopersicum EvoDivMet
100 Clawbacter_mlf:hlgane_nss subsp. M212 Guanajuato 2015 Solangm Merlice privado Colecc_lon del
michiganensis lycopersicum EvoDivMet
Clavibacter michiganensis subsp. . Solanum . . Coleccion del
101 michiganensis MK3A Aguascalientes 2015 lycopersicum Merlice privado EvoDivMet
102 CIawbacter_ml_ch|gane_nS|s S MK3B Aguascalientes 2015 SolanL_Jm Merlice privado Colecc!on del
michiganensis lycopersicum EvoDivMet
103 CIawbacter_mlphlgane_nss subsp. MK3C Aguascalientes 2015 Solangm Merlice privado Colecc_lon del
michiganensis lycopersicum EvoDivMet
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. Lugar de Afio de Variedad (S. :
No. Especie Cepa origen aislamiento Fuente lycopersicum) Acceso Referencia
104 CIaV|bacter_m|f:h|gane_nS|s subsp. MK3C2 Aguascalientes 2015 Solam_;m Merlice privado Colecc!on del
michiganensis lycopersicum EvoDivMet
105 CIaV|bacter_m|f:h|gane_nS|s SEE MK3D Aguascalientes 2015 Solam_;m Merlice privado Colecc!on del
michiganensis lycopersicum EvoDivMet
106 CIawbacter_mlphlgane_nas subsp. NS32A Colima 2016 Solam_jm Sunburst privado Colecc_lon del
michiganensis lycopersicum EvoDivMet
Clavibacter michiganensis subsp. . Solanum . Coleccion del
107 michiganensis NS32B Colima 2016 lycopersicum Sunburst privado EvoDivMet
Clavibacter michiganensis subsp. . Solanum . Coleccion del
108 michiganensis Oleg CUREED AU lycopersicum DI FrEeE EvoDivMet
Clavibacter michiganensis subsp. . Solanum . Coleccion del
109 michiganensis olkeie CUREED AU lycopersicum DI FrEeE EvoDivMet
110 CIawbacter‘mlphlgane_nas subsp. PS35SC Guanajuato 2016 Solanl_Jm Castlemart privado Colecc_lon del
michiganensis lycopersicum EvoDivMet
111 CIawbacter‘mlphlganepss subsp. RG2C Jalisco 2017 SolanL_Jm Campari privado Colecc_lon del
michiganensis lycopersicum EvoDivMet
Clavibacter michiganensis subsp. . Solanum . Coleccion del
112 michiganensis RS6C Guanajuato 2018 lycopersicum Komeett privado EvoDivMet
113 CIawbacter_mlghlgane_nss subsp. sCac Michoacan 2015 Solanl_Jm Merlice privado Colecc_lon del
michiganensis lycopersicum EvoDivMet
114 CIawbacter.mlphlgane.n&s subsp. SC3F Michoacan 2015 Solanqm Merlice privado Colecc!on del
michiganensis lycopersicum EvoDivMet
Clavibacter michiganensis subsp. . Solanum . Coleccion del
115 michiganensis SPR2D Guanajuato 2016 lycopersicum Castlemart privado EvoDivMet
116 CIawbacter_mlf:hlgane_nss subsp. VPYA Querétaro 2016 SoIanL_Jm Forontti privado Colecc_lon del
michiganensis lycopersicum EvoDivMet
117 CIawbacter‘mlghlgane‘nss subsp. VPIC Querétaro 2016 SoIanL_Jm Forontti privado Colecc!on del
michiganensis lycopersicum EvoDivMet
118 Clawbacter‘mlphlgane.nss subsp. WTD Guanajuato 2016 Solangm Castlemart privado Colecc!on del
michiganensis lycopersicum EvoDivMet
. . . Solanum . . .
119 Microbacterium sp. RA1A Guanajuato 2017 lycopersicum Silvestre privado Este trabajo
. o " Solanum 5 n "
120 Clavibacter capsici RA1B Guanajuato 2017 | 3 Silvestre privado Este trabajo
ycopersicum
. . . Solanum . . .
121 Microbacterium sp. RA1C Guanajuato 2017 | . Silvestre privado Este trabajo
ycopersicum
SD: sin datos.

EvoDivMet: Laboratorio de Evolucién de la Diversidad Metabdlica
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Figura suplementaria 1 Abundancia relativa de PCWDE (A) y proteasas (B) en los genomas analizados del género Clavibacter y géneros cercanos. Las barras se
encuentran ordenadas conforme a las filogenias de las figuras 6 y 7, y agrupadas por género en el caso de las cepas que no son de Clavibacter. A la derecha del nombre de
cada cepa se indica el clado o subclado en el que se encuentran agrupadas.
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