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Resumen

El hongo Monographella maydis es un agente asociado al complejo de la
mancha de asfalto en maiz, una enfermedad que afecta significativamente la
productividad del cultivo. En este trabajo se realizé el aislamiento del hongo a partir
de muestras infectadas y la posterior extraccion de ADN gendmico, el cual fue
secuenciado mediante la plataforma PacBio Sequel Il. EI genoma obtenido fue
ensamblado de novo utilizando Canu, y la calidad del ensamblaje se evalué con
QUAST y BUSCO, mostrando una alta continuidad. La anotacion estructural y
funcional se llevd a cabo con el pipeline Funannotate, integrando bases de datos
como Pfam, CAZy, MEROPS, UniProt, y EQgNOG-mapper para la asignaciéon de
funciones y ortologia. Ademas, se identificaron clusters biosintéticos mediante
antiSMASH, y se reconstruyeron rutas metabdlicas con KEGG Mapper. Finalmente,
se realizaron analisis filogendmicos y pangendmicos con especies relacionadas del
género Microdochium y Phyllachora, lo que permitié establecer las relaciones
evolutivas y genéticas de M. maydis. Este estudio constituye la primera
caracterizacion genomica integral de esta especie, proporcionando una base para

futuras investigaciones sobre su biologia, patogenicidad y potencial metabdlico.
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Abstract

Monographella maydis is a fungal species associated with the maize tar spot
complex, a disease that significantly impacts crop productivity. In this study, the
fungus was isolated from infected maize tissues, and genomic DNA was extracted
and sequenced using the PacBio Sequel Il platform. The genome was assembled
de novo with Canu, and assembly quality was assessed with QUAST and BUSCO,
revealing high completeness. Structural and functional annotations were performed
using the Funannotate pipeline, integrating databases such as Pfam, CAZy,
MEROPS, UniProt, and EggNOG-mapper for functional and orthology assignments.
Biosynthetic gene clusters were identified using antiSMASH, and metabolic
pathways were reconstructed via KEGG Mapper. Comparative pangenomic and
phylogenomic analyses with related species from Microdochium and Phyllachora
genera provided insights into the evolutionary relationships and genomic diversity of
M. maydis. This study represents the first comprehensive genomic characterization
of this fungus, offering a valuable foundation for future research on its biology,

pathogenicity, and metabolic potential.
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Glosario de abreviaturas

TSC. Tar Spot Complex. Complejo Mancha de Asfalto

M. maydis. Monographella maydis.

P. maydis. Phyllachora maydis

ITS. Internal Transcribed Spacer. Espaciador Interno Transcrito

PCR. Polymerase Chain Reaction. Reaccién en Cadena de la Polimerasa
Tm. Melting Temperature. Temperatura de Fusion

WGS. Whole Genome Sequencing. Secuenciacion de Genoma Completo

SNVs. Single Nucleotide Variations. Variaciones de Nucleétido Unico
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QUAST. Quality Assessment Tool for Genome Assemblies. Herramienta de

Evaluaciéon de Calidad para Ensambles de Genomas

10.GC. Guanina—Citosina

11.SMS. Single Molecule Sequencing. Secuenciacién de Molécula Unica

12.LTRs. Long Terminal Repeats. Repeticion Terminal Larga

13.CLR. Continuous Long Reads. Lecturas Largas Continuas

14.BUSCO. Benchmarking Universal Single-Copy Orthologs. Ortélogos
Universales de Copia Unica para Benchmarking

15.NCBI. National Center for Biotechnology Information. Centro Nacional para
la Informacién Biotecnoldgica

16.BLASTn. Basic Local Alignment Search Tool (nucleotide). Herramienta
Basica de Busqueda de Alineamientos Locales (nucleétidos)

17.CTAB. Bromuro de Cetiltrimetilamonio

18.DMSO. Dimetilsulfoxido

19.RT. Room Temperature. Temperatura Ambiente

20.TE buffer. Buffer Tris—EDTA

21.KEGG. Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes. Enciclopedia de Genes
y Genomas de Kioto

22.BGC. Biosynthetic Gene Cluster. Cluster de Genes Biosintéticos

23.KOs. KEGG Orthology. Ortologia KEGG

24 _MLE. Maximum Likelihood Estimation. Estimacion de Maxima Verosimilitud



Introduccion

El maiz (Zea mays L.) desempefia un papel fundamental en la seguridad
alimentaria mundial, la sostenibilidad econdmica y la innovacidn agricola. Mas alla
de su importancia agronémica, el maiz tiene una profunda relevancia sociocultural,
reflejando una relacion milenaria entre el cultivo y los pueblos originarios de las
Américas. Su diversidad genética y fenotipica deriva de una larga historia de
domesticacion, cultivo y seleccion artificial realizada por mas de 80 grupos
indigenas en México y Centroamérica (Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural,
2023). Tan solo en México se han registrado 64 razas de maiz, 59 de las cuales se
consideran nativas del pais (CONABIO, 2022).

Segun FAOSTAT, el maiz es el cultivo mas producido en el mundo, con una
produccion que supera los 1.2 mil millones de toneladas y una tasa de crecimiento
del 46% desde 2010. Su capacidad de adaptacion a una amplia gama de climas,
altitudes y tipos de suelo ha permitido su cultivo en casi 170 paises, cubriendo
aproximadamente 197 millones de hectareas (FAOSTAT, 2024; Listman & Ordoénez,
2019; Satyanarayana, 2004). Ademas de su papel como alimento basico, el maiz
se utiliza como forraje y como recurso renovable para la produccion de
biocombustibles. Su valor nutricional, particularmente su contenido de
micronutrientes, también contribuye a mejorar la salud publica en regiones en
desarrollo (Ranum & Pe, 2014).

A pesar de su importancia agricola y econdémica, la produccion de maiz enfrenta
numerosos estreses biodticos, incluidos plagas de insectos y enfermedades fungicas.
Entre ellas se encuentra el complejo de mancha de asfalto (TSC, por sus siglas en
inglés), una enfermedad capaz de reducir los rendimientos hasta en un 50%, lo que
representa una seria amenaza para la seguridad alimentaria mundial. TSC es un
complejo polimicrobiano asociado principalmente con tres especies de hongos:
Phyllachora maydis, Monographella maydis y Coniothyrium phyllachorae, esta

ultima considerada un hiperparasito de P. maydis (Rios Herrera et al., 2007). Sin



embargo, los mecanismos de infeccién, las interacciones patogénicas y la base

genomica de este complejo aun se comprenden de manera limitada.

Entre estos hongos, Monographella maydis ha sido particularmente poco
estudiado a nivel molecular. Aunque su aislamiento fue reportado por primera vez
por Maublanc en 1904, actualmente no existen marcadores moleculares para su
identificacion rapida, ni recursos gendmicos que permitan elucidar su biologia. Para
cerrar esta brecha de conocimiento, la presente investigacion se enfoca en el

aislamiento y la caracterizacion genomica de Monographella maydis.

Este estudio abarcd multiples etapas, incluyendo el aislamiento in vitro de M.
maydis, la extraccidon de ADN, la secuenciacion de lecturas largas mediante la
plataforma PacBio Sequel Il y el ensamblaje de novo del genoma con Canu.
Posteriormente, se llevaron a cabo analisis bioinformaticos para evaluar la
integridad del genoma (con QUAST y BUSCO), predecir y anotar genes (con
Funannotate y EggNOG-mapper), e identificar clusteres de genes biosintéticos y
posibles factores de virulencia (mediante antiSMASH y KEGG Mapper). También se
realizaron analisis filogenéticos y pangendmicos para explorar las relaciones

evolutivas de M. maydis dentro de taxones fungicos relacionados.

En conjunto, este trabajo proporciona la primera anotacién gendmica de alta
calidad e informacion comparativa sobre Monographella maydis. Los datos
generados serviran como base para futuros estudios moleculares orientados a
comprender su potencial patogénico, sus interacciones con el hospedero y su papel
dentro del complejo de mancha de asfalto, contribuyendo finalmente al desarrollo

de herramientas diagnodsticas y estrategias de manejo de la enfermedad.



Justificacion

El maiz (Zea mays L.) es uno de los cereales mas importantes del mundo, ya
que funciona como alimento basico, fuente de forraje para ganado y materia prima
industrial. Sin embargo, su produccion se ve amenazada por diversas
enfermedades fungicas, entre las cuales destaca el complejo de mancha de asfalto
debido a su creciente incidencia y severidad en las Américas. Esta enfermedad
puede causar pérdidas severas en el rendimiento y se ha convertido en una de las
principales limitantes para la produccion de maiz, especialmente bajo condiciones

humedas favorables.

Aunque Phyllachora maydis ha sido identificada como el principal patoégeno del
complejo, el papel de Monographella maydis permanece poco entendido. Su
biologia, mecanismos de infeccién y determinantes gendémicos no han sido
elucidados, lo que limita nuestra capacidad para desarrollar herramientas de
diagnostico precisas y estrategias de manejo efectivas. El conocimiento actual
sobre M. maydis se restringe a observaciones morfolégicas y reportes historicos,

sin contar con ninguna caracterizacion molecular o genoémica.

Dada la importancia global del maiz y la naturaleza emergente de la enfermedad
de mancha de asfalto, es esencial obtener un entendimiento mas profundo de M.
maydis a nivel gendmico. El aislamiento, secuenciacién y anotaciéon de su genoma
no solo proporcionaran informacién fundamental sobre su potencial metabdlico y
virulencia, sino que ademas permitiran realizar estudios comparativos con otros
hongos relacionados. Estos analisis pueden ayudar a identificar genes o clusteres
génicos especificos involucrados en la patogenicidad y la interaccion con el
hospedero, apoyando el disefio futuro de marcadores moleculares para su

deteccion rapida.

Por lo tanto, esta investigacion representa un esfuerzo pionero en la
caracterizacion genémica de Monographella maydis. Contribuye a llenar un vacio

critico en la gendémica fungica y en la fitopatologia, proporcionando informacién
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valiosa que puede guiar estudios futuros sobre epidemiologia de la enfermedad,

diagndstico molecular y manejo integrado de enfermedades en maiz.



Antecedentes

El Complejo Mancha de Asfalto (TSC, por sus siglas en inglés) del maiz ha sido
documentado por mas de un siglo, siendo reportado por primera vez en 1904
(Maublanc, 1904). Inicialmente, dos hongos—Phyllachora maydis y Coniothyrium
phyllachorae—fueron identificados en México como los agentes causales de la
enfermedad. Sin embargo, no fue sino hasta 1984 que Monographella maydis fue
descrita como un miembro adicional del complejo (Muller & Samuels, 1984). Esta
especie se descubrio dentro de las areas necréticas de hojas de maiz infectadas y
se asocio con las caracteristicas lesiones en “ojo de pescado” que distinguen al TSC
de otras enfermedades foliares. El mismo estudio establecio la conexién entre el
anamorfo de M. maydis (anamorfo—Microdochium maydis) y estos sintomas

necraoticos.

Figura 1. Sinfoma de ojo de pescado, visto a través de un
estereomicroscopio. Imagen de la autora. Octubre, 2023.

Aunque M. maydis ha sido descrita morfologicamente vy clasificada
taxondmicamente, algunos estudios recientes han cuestionado su papel dentro del
TSC. Por ejemplo, un estudio sugiri6 que M. maydis podria no estar directamente
involucrada, basandose en la ausencia de aislamientos o detecciones moleculares
en ciertas regiones de Norteamérica (Valle-Torres et al., 2020). Una explicacion
plausible es que M. maydis aun no se ha dispersado hacia las zonas mas
septentrionales del continente, donde predominan uUnicamente infecciones

causadas por P. maydis. Estos reportes contrastantes enfatizan la necesidad de un



entendimiento molecular mas profundo de M. maydis, particularmente mediante

estudios gendmicos que permitan clarificar su papel dentro del complejo.

Complejo Mancha de Asfalto

El TSC surge de la interaccion sinérgica entre Phyllachora maydis y
Monographella maydis (Hock et al., 1992). Tipicamente, P. maydis inicia la infeccion
formando los estromas negros y brillosos en la superficie de la hoja. La colonizacion
subsecuente por M. maydis incrementa dramaticamente la severidad de la
enfermedad, llevando a la formacion de las lesiones en “ojo de pescado”. halos
necréticos que rodean el punto central de la mancha de asfalto. Inoculaciones
experimentales han demostrado que, aunque P. maydis puede infectar al maiz por
si sola, la coinfeccién con M. maydis intensifica el desarrollo de los sintomas. Las
lesiones en ojo de pescado aparecen aproximadamente entre 2 y 7 dias después
de la colonizacion por P. maydis, seguidas de una degradacion extensa del tejido
mediada por M. maydis (CIMMYT, 2018). Asi, aunque P. maydis inicia la infeccién,
M. maydis es responsable de la expansion de la lesion, la necrosis y las severas

pérdidas de rendimiento asociadas al TSC.

Figura 2. Hoja con ojos de pescado hidratados.
Imagen de la autora. Octubre, 2023.



Caracteristicas morfolégicas de Monographella maydis

M. maydis pertenece al filo Ascomycota, caracterizado por la produccion de hifas
septadas y estructuras sexuales conocidas como peritecios (Tronsmo et al., n.d.).
El teleomorfo (Monographella maydis) forma peritecios en forma de frasco con
ostiolos que liberan ascas con ocho ascosporas hialinas y triseptadas. Su anamorfo
(Microdochium maydis) produce conidios hialinos, triseptados, que se agrupan en
esporodoquios. Estas estructuras son inicialmente claras, pero se oscurecen
conforme maduran. La descripcion de Muller y Samuels (1984) continua siendo la
referencia morfoldgica mas completa de esta especie y ha servido como guia para

su identificacion en investigaciones subsecuentes.

Figura 4. Peritecio abierto; se muestra las ascas que contienen las
esporas, visto a través del microscopio compuesto. Imagen de la autora.
Octubre, 2023.



En su descripcion original (Miller & Samuels, 1984), este hongo fue colocado en

el género Monographella (Petrak, 1924), describiéndolo de la siguiente manera:

“Un hongo [...] pirenomiceto’ fue encontrado dentro de las areas necroticas. Sus
ascomas eran inicialmente de color claro pero se tornaban café con la edad; las
ascas eran unitunicadas y presentaban un anillo apical amiloide. Cada asca
contenia ocho ascosporas incoloras y fragmosporas. Los ascomas estaban
acompafados por esporodoquios claros de los cuales surgian células
conidiogénicas anelidicas que producian conidios estrechamente clavados a
cilindricos, hialinos y fragmosporos. Esta especie fue faciimente colocada en
Monographella (Petrak, 1924) y proponemos M. maydis sp. nov. El anamorfo
asociado era una especie de Microdochium H. Sydow, similar al anamorfo de

Monographella nivalis...” (Muller & Samuels, 1984).

De aquellos aislamientos mencionados (1984), no existieron preparaciones
permanentes, lo que ha llevado a que Monographella maydis sea considerada una
especie putativa (Mccoy et al., 2019), ya que no existia evidencia adicional de que

hubiese sido realmente aislada y subcultivada.

En el presente proyecto, se realizaron preparaciones permanentes de estas
estructuras para referencia futura. En los anexos pueden observarse con detalle

imagenes del anamorfo y el teleomorfo de M. maydis.

En este estudio, estas caracteristicas morfoldgicas fueron confirmadas mediante
observacion microscépica y preparaciones permanentes en portaobjetos, lo que
corroboré la identidad de M. maydis aislada de hojas de maiz infectadas que
mostraban lesiones de ojo de pescado. La identificacion se respaldé adicionalmente
mediante analisis molecular utilizando marcadores ITS, permitiendo una

confirmacion fiable del hongo antes de proceder con los analisis genémicos.

" Palabra en desuso que hacia referencia a una familia de hongos dentro del orden Xylariales.
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Figura 5. Asco aislado visto a través del microscopio compuesto; las ocho
ascosporas estan perfectamente visibles dentro del asco. En la misma
imagen, otro asco (casi vacio) esta visible; éstos son unitunicados.

Marcadores moleculares

La identificacion precisa de especies fungicas puede ser un reto debido a sus
ciclos de vida complejos y variabilidad morfolégica. Los marcadores moleculares,
particularmente las regiones ribosomales ITS, se han convertido en herramientas
esenciales para la identificacion a nivel de especie en hongos (Martin & Rygioewicz,
2005). Sin embargo, en el caso de M. maydis, los recursos moleculares son
escasos, ya que no existen genomas publicados ni marcadores especificos
disponibles para diagndstico. Esta limitacién subraya la importancia de generar un
ensamblaje gendmico de novo que sirva como referencia para estudios futuros. Tal
informacion gendmica permitira analisis comparativos con especies relacionadas, la
identificacion de posibles genes de virulencia y el disefio de primers especificos

para su deteccion rapida.

Impacto de la Mancha de Asfalto

Aunque P. maydis por si sola causa dafios limitados, la infeccion combinada con
M. maydis resulta en reducciones severas del rendimiento que pueden alcanzar
hasta un 50% o mas. EIl momento de la infeccién es crucial: cuando el TSC se
desarrolla antes de la floracién, las pérdidas pueden variar entre 30% y 100%,
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especialmente bajo condiciones de humedad. Infecciones después de la
polinizacién aun provocan reduccion en el llenado del grano y pérdidas cercanas al
50% (INTAGRI, 2016). Estos efectos hacen del TSC una de las enfermedades del
maiz mas importantes economicamente en Ameérica Latina y una preocupacion

emergente en Norteamérica.

El TSC puede aparecer en cualquier etapa del ciclo de vida de la planta, y esto
determina el grado de impacto. Cuando surge antes de la floracion, las pérdidas
pueden alcanzar entre el 30 y el 100%; generalmente, esto ocurre cuando existe
abundancia de lluvia. La aparicién de la mancha durante la floracion ocasiona una
formacion inadecuada de la inflorescencia, lo que puede resultar en la pérdida total
del cultivo. Si la inoculacién ocurre después de la floracion, las pérdidas tienden a
ser alrededor del 50%, dado que el grano no completa su desarrollo y permanece
chupado (Figura 6) (INTAGRI, 2016).

Distribucion geografica

El complejo mancha de asfalto es de gran importancia en diversos paises del
continente americano, como México, Guatemala, El Salvador, Colombia, Nicaragua,
Honduras, Bolivia, Costa Rica, Republica Dominicana, Panama, Peru, Puerto Rico
y Venezuela (Hock et al., 1992; Sol Hernandez, 2018), y mas recientemente en el
Medio Oeste de los Estados Unidos, donde se reporté por primera vez en 2016
(Valle-Torres et al., 2020).
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Figura 7. Presencia de TSC de acuerdo a la
literatura existente.

Los Estados Unidos son el mayor productor de maiz del mundo, con 384 millones
de toneladas en 2021 (Orus, 2023). En 2018, hasta 30 millones de acres pudieron
haber sido afectados, lo que representa aproximadamente una tercera parte de la
produccion nacional. Incluso si las pérdidas fueran minimas, una reduccion del 1%
en la produccion significaria una pérdida econdmica de $231,600,000 USD
(CIMMYT, 2018).

Dado que muchos paises en desarrollo dependen de las importaciones de maiz
provenientes de los Estados Unidos, la expansion del TSC plantea preocupaciones

significativas para la seguridad alimentaria (Satyanarayana, 2004).

Factores ambientales y agronémicos

La diseminacion del complejo, aparentemente controlada por M. maydis,
depende de las condiciones que permiten la proliferacién de este hongo. Ademas
de requerir casi obligatoriamente la presencia de P. maydis (que actualmente se
encuentra en pocas localidades, limitando el nicho de M. maydis), necesita rangos
de temperatura entre 17 y 22 °C, una humedad relativa superior al 75% y suelos
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con un nivel freatico alto (INTAGRI, 2016). Por lo tanto, podria pensarse que no

existen razones para considerar al TSC como una amenaza importante.

Sin embargo, el cambio climatico podria expandir la enfermedad hacia nuevas
areas productoras de maiz. Otro riesgo es la globalizacion y el intercambio
comercial de cultivos. Este riesgo podria disminuirse importando y exportando maiz
sin hojas, dado que estas constituyen el principal medio de propagaciéon del hongo;
ademas, el riesgo de infeccion desde el grano contaminado hacia la planta es

mucho menor.

Se cree que el indculo inicial proviene de estromas que pasan el invierno en
hojas en descomposicion de ciclos agricolas previos o en residuos dejados en los

campos (Groves et al., 2020).

Aproximaciones genémicas y aplicaciones

Los avances en la secuenciacién de ADN han transformado la fitopatologia y la
sistematica de hongos al permitir una identificacion precisa, reconstrucciones
filogenéticas confiables y la anotacion funcional de genomas. La secuenciacion del
genoma de M. maydis permite explorar sus posibles factores de virulencia, clusteres
de biosintesis de metabolitos secundarios y genes involucrados en la patogenicidad.
La gendmica comparativa con otros ascomicetos relacionados puede revelar
adaptaciones unicas 0 mecanismos que facilitan su asociacion con P. maydis dentro

del complejo de mancha de asfalto.

Asimismo, contar con registros de genomas de referencia de diversas especies
puede ser util para identificar con precisidon un organismo, ya que la identificacion
exclusivamente morfolégica no siempre garantiza certeza, dado que muchas
estructuras pueden ser similares entre especies completamente diferentes
(evolucion convergente). La extraccion de ADN de un organismo no identificado, su

secuenciacion y la comparacién con un genoma de referencia constituye un método
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mucho mas preciso de identificacion, aunque mas costoso; pero si la precision se

prioriza, esta seria la via mas adecuada (read mapping).

Observaciones finales

A pesar de que ha pasado mas de un siglo desde el primer reporte del complejo
mancha de asfalto, muchos aspectos de la biologia de Monographella maydis y su
contribucion al desarrollo de la enfermedad permanecen sin resolver. Aunque los
estudios morfoldgicos proporcionaron las bases para su identificacion, los datos
genomicos son esenciales para comprender sus mecanismos moleculares de
patogenicidad y su interaccién con Phyllachora maydis. La generacion y el analisis
del genoma de M. maydis representan, por lo tanto, un paso crucial hacia la
comprension de sus relaciones evolutivas, su potencial de virulencia y su relevancia
biotecnoldgica. Las siguientes secciones de este trabajo describen las estrategias
experimentales, los analisis bioinformaticos y los enfoques comparativos utilizados

para alcanzar estos objetivos.
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Hipotesis
Monographella maydis posee caracteristicas gendmicas unicas y conjuntos de
genes especificos relacionados con la virulencia y la adaptacion metabdlica que lo
distinguen de otros hongos asociados al complejo de la mancha de asfalto del maiz.

La secuencia y anotacion de su genoma ofreceran nuevos conocimientos

moleculares sobre su potencial patogénico y sus relaciones evolutivas.
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Objetivos

Objetivo general

Aislar, secuenciar y realizar un analisis gendmico comparativo e integral de
Monographella maydis, organismo asociado al complejo mancha de asfalto del
maiz, con el fin de dilucidar su composicion genética, sus posibles factores de

virulencia y sus relaciones evolutivas con especies fungicas relacionadas.

Objetivos especificos

1. Aislar M. maydis de hojas de maiz que presenten sintomas del TSC y
confirmar su identidad
2. Estandarizar el cultivo in vitro de M. maydis

3. Ensamblar y anotar el genoma de M. maydis
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Materiales y métodos

Aislamiento de Monographella maydis

Hojas de maiz que presentaban tanto sintomas de mancha de asfalto como de
“ojos de pescado” fueron colectadas en la Estacion Experimental del CIMMYT en
Poza Rica, Veracruz, México, durante el segundo ciclo agricola de 2022. El sitio fue
seleccionado por sus condiciones climaticas favorables para el desarrollo de la
enfermedad y por la persistencia del hongo en el suelo en forma de estromas
(INTAGRI, 2016).

Las muestras foliares recolectadas se colocaron en camaras humedas para
favorecer la rehidratacion de los estromas y la esporulacién del hongo. Las lesiones
necroticas fueron examinadas diariamente con un estereomicroscopio y se
extrajeron los estromas de forma aséptica. Tras aproximadamente dos semanas, se
observaron ascosporas liberadas desde peritecios formados sobre la superficie
foliar; estas fueron aisladas y transferidas a placas de Petri con medio estéril

utilizando una aguja fina y estéril.

Figure 8. Zona de muestreo para los aislamientos.

Se realizaron observaciones microscopicas para la identificacion de los
aislamientos. Las caracteristicas morfolégicas confirmaron la presencia de
esporodoquios atribuibles a M. maydis, claramente diferenciables de los de
Fusarium spp., que ocasionalmente estaban presentes en los mismos tejidos.
Aunque Microdochium maydis (anamorfo de Monographella maydis) es

morfolégicamente similar a Fusarium spp., rasgos distintivos en la morfologia de los
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esporodoquios permitieron una diferenciacion precisa mediante microscopia

compuesta (Figuras 9y 10).

Figure 9. Esporodoquio de Fusarium spp. und Figure 10. Esporodoquio de Microdochium
in encontrado en la hoja donde M. maydis fue maydis.
también aislado.

Tras la identificacion, se realizaron aislamientos monospéricos para garantizar
la pureza clonal, siguiendo el protocolo estandarizado descrito en la seccion
siguiente. Los cultivos monosporicos se inocularon en diversos medios —PDA,
PDAnN, CLA y agar V8— para evaluar condiciones optimas de crecimiento. El mejor
desarrollo micelial y esporulacion se observé en medio V8, por lo que este fue

seleccionado para el cultivo y subcultivo continuos del organismo.

Tres aislamientos (placas #128, #133 y #137), todos derivados de la muestra
foliar #86, mostraron crecimiento consistente y produjeron peritecios blancos in
vitro. Estos cultivos se utilizaron posteriormente para la extraccion de ADN. Los
peritecios de estas placas se preservaron sobre papel filtro estéril a 4 °C para uso
futuro. Para conservar las caracteristicas observadas durante la identificacién
morfoldgica y disponer de una referencia diagndstica a largo plazo, se prepararon
preparados permanentes de las estructuras de M. maydis siguiendo el

procedimiento descrito a continuacion.
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Preparaciones permanentes de estructuras de Monographella maydis

Para preservar y documentar las estructuras microscopicas observadas durante
la identificacion morfolégica, se prepararon portaobjetos permanentes segun el

siguiente procedimiento:

1. Una vez confirmada la estructura fungosa deseada (por ejemplo, conidios,
esporodoquios o peritecios) al microscopio, se preparé una suspension
homogénea en agua destilada estéril, o la estructura se colocd
directamente en una gota de agua estéril sobre un portaobjetos limpio.

2. Se examind la muestra con un estereomicroscopio para asegurar su
correcta colocacion.

3. Los portaobjetos se dejaron secar al aire por completo y, posteriormente,
se fijaron al calor pasando brevemente sobre la llama de un mechero
Bunsen para asegurar el material sobre el vidrio.

4. Las muestras se tiferon con una solucion de azul de metileno:agua
destilada (1:4), aplicando una gota directamente sobre el material fijado.

5. Tras 2 minutos de tincidn, los portaobjetos se enjuagaron suavemente con
un flujo minimo de agua destilada estéril para eliminar el exceso de
colorante y se dejaron secar al aire.

Se aplicd un anillo de parafina alrededor de la muestra para crear un sello.
Se colocd un cubreobjetos con cuidado encima y se calentd ligeramente
para asentar el montaje y obtener una preparacién estable.

8. Los portaobjetos fueron rotulados con el numero de cepa y la fecha, y
almacenados en cajas portaobjetos a temperatura ambiente como

referencia a largo plazo y para documentacion.

Preparacion de camaras humedas

Para promover la rehidratacién y esporulacién de estromas provenientes de

tejidos de maiz infectados, se prepararon camaras humedas de la siguiente manera:
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1. Cortar cuadrados de tejido de 1 x 1 pulgada que contengan lesiones con
halos caracteristicos.

2. Colocar cada seccién de tejido sobre papel filtro estéril y humedecido
dentro de placas Petri.

3. Situar las placas (sin sellar con parafilm) dentro de una caja de plastico
cuyo fondo esté forrado con toallas de papel humedecidas para mantener
alta humedad sin generar condensacion excesiva.

4. Revisar las placas diariamente; los estromas llenos de peritecios se
hincharan gradualmente por la hidratacion.

5. Bajo estereomicroscopio, extraer un estroma con una aguja fina y montarlo
en una gota de agua destilada sobre un portaobjetos.

6. Observar en microscopio compuesto para verificar la presencia de
estructuras morfolégicas compatibles con M. maydis descritas en la
literatura.

7. Una vez confirmadas, proceder al aislamiento monospoérico para obtener

cultivos puros.

Aislamiento monospoérico

Para garantizar cultivos fungicos puros, se realizaron aislamientos monosporicos

segun el siguiente procedimiento:

1. Con una aguja de insulina rigida y bajo estereomicroscopio, recoger un
unico esporodoquio de la cultura fungica.

2. Transferirlo a un tubo microcentrifuga de 1.5 mL que contenga 1 mL de
agua destilada estéril.

3. Poner en vortex brevemente para que el esporodoquio libere los conidios.
Cuando la suspension se vea homogénea, pipetear 20 yL y extender
uniformemente sobre una placa de Petri con medio de cultivo estéril (en
esta etapa puede usarse cualquier medio disponible).

Bajo el microscopio, localizar un conidio bien aislado.

Cortar el trozo de agar que contiene el conidio con un bisturi estéril.
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7. Transferir este fragmento a una nueva placa de Petri con el medio
especifico (agar V8) e incubar hasta el crecimiento.

8. Monitorear diariamente las placas para detectar contaminacion; descartar
inmediatamente cualquier placa contaminada para mantener la integridad

del cultivo.

Confirmacioén de la identidad de Monographella maydis

La region ITS (Internal Transcribed Spacer) se emplea como “cddigo de barras”
molecular para la identificacién y clasificacion de hongos por su alta variabilidad
dentro del cluster del ADN ribosémico (Martin & Rygioewicz, 2005). Esta variabilidad
hace que las secuencias ITS sean un excelente marcador molecular para diferenciar
especies y por lo tanto se utilizd la amplificacién y secuenciacion del ITS para

reconfirmar la identidad de los aislamientos de M. maydis.

Se empled ADN gendmico previamente extraido del micelio de los aislamientos
seleccionados como templado para PCR. Se utilizaron los primers ITS1 (56°-TCC
GTA GGT GAA CCT GCG G-3") e ITS4 (5°-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3)
con una temperatura de anillamiento (Tm) de 64 °C. Se evaluaron dos Kkits
comerciales de polimerasa (Phusion y GoTaq) para comparar rendimiento; la
reaccion utilizada para las muestras que se secuenciaron se realizdé con el kit

Phusion.

Los productos de PCR se visualizaron mediante electroforesis en gel de agarosa
al 1% y las bandas objetivo se cortaron y purificaron con el kit QIAquick Gel
Extraction Kit. Los productos purificados, con concentraciones entre 70-82 ng/uL y
valores de 260/280 entre 1.82 y 1.91, fueron enviados para secuenciacion a

Macrogen Inc. (Seul, Corea).

Las secuencias obtenidas fueron analizadas mediante BLASTn (NCBI),
comparando con organismos de Monographella spp. El amplicén ITS verificado se

empled posteriormente como control positivo en ensayos de PCR comparativos,

20



usando como control negativo Aspergillus flavus. Los amplicones de los
aislamientos 128, 133 y 137 presentaron la misma longitud que el control positivo,
mientras que el control negativo mostré un producto ligeramente mayor, lo cual
respalda la confirmacion molecular de los aislamientos de M. maydis empleados en

este estudio.

128C 133C 137C (4 (-) Blank

(+) Monographella maydis 129 from 30-ene-2023
(-) Aspergillus flavus 910-B2-1 from 19-ene-2023

Figura 11. Amplicones de la PCR con primers ITS1/ITS4. Los primeros 3 pozos son de las
cepas seleccionadas para el experimento. Se muestran también los amplicones de los
controles positivo y negativo.

Cultivo y subcultivo de Monographella maydis

Las tres cepas (128, 133 y 137) preservadas sobre papel filtro estéril fueron
reactivadas por subcultivo en medio V8. Se realizaron subcultivos periédicos para
mantener la viabilidad de las cepas y generar micelio suficiente para la extracciéon
de ADN. Las placas se incubaron en condiciones controladas (fotoperiodo 12 h luz
/ 12 h oscuridad a 25 °C) hasta observar crecimiento micelial abundante y formacion

de peritecios.
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Extraccion de ADN de Monographella maydis

Para el subcultivo se transfirieron peritecios asépticamente con aguja de insulina
a nuevas placas de V8. Las ascas se recogieron cuidadosamente, se suspendieron
en agua destilada estéril y se maceraron con pistilos de microtubo para liberar
esporas. Una vez macerada la muestra, 100 uL de la suspension se colocaron sobre
placas con medio estéril y se dejaron crecer aproximadamente 5-7 dias en

incubadores a 25 °C con fotoperiodo 12/12 h.

Se implementaron medidas de esterilidad estrictas en todas las transferencias
para evitar contaminacién; cualquier placa con signos de contaminacién bacteriana
o fungica fue descartada de inmediato para garantizar que las extracciones de ADN

provinieran exclusivamente de cultivos puros de M. maydis.

Se extrajo ADN gendmico de micelio fresco obtenido de subcultivos de los
aislamientos 128, 133 y 137. El proceso de extraccion resulté complejo debido a la
intrincada composicion de la pared celular fungica, formada principalmente por
quitina, glucanos y glicoproteinas (Lord & Vyas, 2018). La reticulacion covalente e
idnica de la quitina con otras macromoléculas, como polisacaridos, pigmentos y
proteinas, le confiere rigidez, o que reduce su susceptibilidad a la lisis enzimatica

(Dyakov & Ozeretskovskaya, 2007) y dificulta la extraccion de acidos nucleicos.

Las primeras extracciones con el método CTAB, comunmente utilizado en
CIMMYT, no alcanzaron la calidad ni el tamano de fragmentos requeridos para
secuenciacion de lecturas largas. Se probd posteriormente el kit comercial Quick-
DNA™ Fungal/Bacterial Miniprep Kit, pero produjo ADN altamente fragmentado (~5
kb).

Finalmente se optimizé un protocolo alternativo basado en extraccién con
Fenol:Cloroformo:Alcohol isoamilico (25:24:1) (Servicio Nacional de Sanidad
Inocuidad y Calidad Agroalimentaria, 2017), obteniendo mejor rendimiento y
fragmentos de mayor tamano (>15 kb) adecuados para secuenciacién de tercera
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generacion (BiteSize Bio, 2021).A pesar de una ligera degradacion en algunas
muestras, las concentraciones y la pureza fueron suficientes para la preparacion de
librerias. Ademas, este método también demostrd ser mas eficiente y rentable. El

protocolo modificado se encuentra en la siguiente seccion.

Ladders

20ul 10ul 7 ul 1282 133Z 137Z

Figure 12. Extracciones hechas con el kit Zymo; se muestra
fragmentacién de las bandas. El ladder usado como
referencia fue el 1 Kb DNA Plus Ladder.

Protocolo para extraccion de ADN de Monographella maydis

1. Recolectar micelio fresco y transferilo a un mortero limpio y estéril.
Congelar con nitrégeno liquido (N;) y moler con pistilo hasta obtener un
polvo fino y homogéneo, de color entre rosado claro y blanquecino.
Precalentar el buffer de extraccion (CTAB 2%) en bafno Maria a 65 °C.

3. Transferir aproximadamente 0.5 mL del material molido a un tubo de
microcentrifuga de 2 mL y afadir 600 pL del buffer de extraccién
precalentado.

4. Mezclar suavemente por inversion e incubar a 65 °C durante 30—60 min,
invirtiendo cada 10 min.

5. Afadir un volumen igual (600 L) de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico
(25:24:1) frio; mezclar a mano y luego rotar 5 min a temperatura ambiente.

6. Centrifugar a 14,000 rpm durante 20 min a temperatura ambiente.
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7. Transferir cuidadosamente la fase acuosa superior (~750 pL) a un tubo
limpio de 2 mL sin perturbar la interfase.

8. Anadir 800 uL de cloroformo, mezclar en rotor 3 min y centrifugar 10 min a
14,000 rpm a temperatura ambiente.

9. Transferir la fase acuosa a un tubo de 1.5 mL usando una punta recortada
para evitar ruptura del ADN.

10.Anadir 3 uL de RNasa (10 mg/mL) e incubar a 37 °C durante 20—25 min.

11.Precipitar el ADN afiadiendo un volumen equivalente (~700 pL) de
isopropanol frio. Mezclar suavemente por inversion hasta observar hebras
de ADN vy dejar en hielo 510 min.

12.Centrifugar a 13,000 rpm durante 6 min; descartar el sobrenadante con
cuidado, manteniendo el pellet.

13.Lavar el pellet con 500 pL de etanol 70% (v/v) y centrifugar 5 min a 13,000
rpm.

14.(Opcional) Repetir el lavado con etanol para eliminar sales y fenol
residuales.

15.Eliminar el etanol residual con una pipeta.

16.Secar al aire el pellet a temperatura ambiente durante 20 min y disolver en
100 uL de buffer TE 1x (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 8.0).

17.Incubar la muestra durante la noche a 4 °C para permitir la completa
disolucion del ADN.

18. Verificar integridad y tamano en gel de agarosa al 1% (1 h).
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Figura 13. Micelio obtenido del subcultivo de las cepas
orignales (cepa 133). La biomasa se usdé para las
extracciones de ADN.

Estimacion de concentracion de ADN

Debido a la posible interferencia de residuos de CTAB y fenol en las lecturas
espectrofotométricas, la concentracion de ADN se estim6 por electroforesis en gel

de agarosa en lugar de NanoDrop.

Para la secuenciacion PacBio, la recomendacion de muestra es
aproximadamente 3 ug por Gb de tamafio gendmico (PacBio, 2022). Considerando
un tamafo gendmico esperado para Ascomycota de ~37 Mb (Mohanta & Bae,
2015), se considerd adecuado una concentracion superior a 200 ng/uL y volumenes

superiores a 100 pL.

Para estimar la cantidad de ADN en gel, se cargd 1 uL de muestra en un gel de
1% junto a un marcador 1 Kb Plus DNA Ladder (ThermoFisher, n.d.). La intensidad
relativa de la banda de la muestra se compard con la banda de referencia del
marcador (~200 ng por el volumen cargado) para obtener una estimacion
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semicuantitativa. Si la banda de la muestra resultaba mas intensa que la referencia,

se inferia una concentracion superior.
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Figura 14. Extraccion de ADN de las tres cepas que fueron
seleccionadas para secuenciaciéon. Referencia de la cantidad
de DNA del marcador 1 Kb DNA Plus Ladder en contraste con
la intensidad de las bandas.

Preservacion de cepas

Para garantizar la preservacion a largo plazo y evitar pérdida de vigor o deriva
geénica, se realiz6 criopreservacion de los aislamientos. Se observé que el subcultivo
prolongado disminuia la capacidad de producir peritecios; por ello se escogio la
criopreservacion frente a la conservacion en aceite mineral, debido a su mejor

mantenimiento de la integridad genética (Crahay et al., 2013).

Peritecios y micelio de cada cepa (128, 133, 137) fueron suspendidos en agua
destilada estéril, se homogenizo y fueron mezclados en proporcion 1:1 con una de
las dos soluciones de preservacion: V8 medium + glicerol o medio LB + glicerol.
Alicuotas de 1.5 mL se almacenaron en criotubos a —80 °C. Se prepararon tubos de
respaldo conteniendo tanto micelio como peritecios para proteger contra posible

degradacion a largo plazo.

26



Extract the perithecia with an insulin

Ground the perithecia with a Place the same parts of mixture

in a cryogenic tube for same parts of Place the tubes in an ultra-freezer

Figura 15. Diagrama de flujo de la conservacion de las estructuras fungicas de M. maydis
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Resultados y Discusién

Secuenciacion del genoma completo y ensamblaje de novo

Dado que esta fue la primera vez que M. maydis se aislod, preservd y cultivd
eficientemente in vitro, no existian genomas de referencia previos. Para permitir los
posteriores analisis de anotacion gendmica, reconstruccion filogenética y genémica
comparativa, fue necesario un ensamblaje de novo con el fin de generar un genoma

de referencia de alta calidad representativo de la especie (CD Genomics, 2025).

Estrategia de secuenciaciéon

El ADN gendmico de alto peso molecular extraido de los tres aislamientos
(MNG128S, MNG133S y MNG137S) se envio a Novogene (USA) para
secuenciacion del genoma completo usando la plataforma PacBio Sequel || DNA
CLR. Este método fue elegido porque las tecnologias de lectura larga superan los
retos comunes del ensamblaje de novo, como los huecos de cobertura y las
regiones repetitivas que suelen permanecer sin resolver con plataformas de lectura
corta (Jang-il & Jin-Wu, 2018).

En los ensamblajes de novo, las regiones repetitivas como LTRs o LINEs
representan un obstaculo importante para la contigliidad (Jang-il & Jin-Wu, 2018).
El uso de lecturas largas de secuenciacion de molécula unica (SMS) de PacBio
mitiga estas limitaciones proporcionando cobertura uniforme y uniendo elementos
repetitivos extensos (Novogene, 2021). En particular, las lecturas HiFi de PacBio
ofrecen fragmentos largos (15-20 kb en promedio) y alta precisién (~99.95%), lo

que permite generar ensamblajes continuos y de alta fidelidad (PacBio, 2025).

La longitud de lectura esperada supera el llamado “umbral dorado” de 7 kb,
considerado suficiente para resolver complejidad estructural y mejorar la
contiguidad en ensamblajes de novo (Koren & Phillippy, 2015). Gracias a estas

lecturas largas, las variantes estructurales y elementos repetitivos del genoma de
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M. maydis pudieron resolverse con mayor confianza, sentando una base soélida para

los analisis posteriores.

Scaffolding by long-spanning reads

[ o .
Contig A Contig B Contig C

Figura 16. Visualizacion de como los problemas de huecos se resuelven
cuando un ensamblaje se realiza con lecturas largas. Imagen: Jang-il & Jin-
Wu, 2018.

Control de calidad del ADN

Antes de la secuenciacion, la integridad y concentracion del ADN gendémico
extraido se verificaron mediante electroforesis en gel de agarosa, confirmando la
obtencién de ADN de alto peso molecular. Los fragmentos observados (>15,000 bp)
y las concentraciones (>210 ng/uL) estuvieron dentro de los rangos recomendados
para PacBio (>200 ng/uL, >3 ug por muestra), lo cual aseguroé la idoneidad de los

materiales para secuenciacion de alta calidad.

Ensamblaje del genoma y evaluacién de calidad

Los genomas de los aislamientos MNG128S, MNG133S y MNG137S se

analizaron con GenomeScope (http://genomescope.org) para estimar el tamafo

genodémico, heterocigosidad y contenido repetitivo (Vurture et al., 2017). La longitud
haploide estimada oscilé6 entre 45-52 Mb, con una cobertura k-mer de 9-15%,
heterocigosidad de aproximadamente 2% y contenido unico superior al 80%. Los

resultados detallados se encuentran en el Anexo E.

Las lecturas con calidad de mapeo <10 se filtraron antes del ensamblaje. El
ensamblaje se realizé usando Canu (Koren et al., 2017), optimizado para lecturas
largas PacBio Sequel Il. La calidad y completitud del ensamblaje se evaluaron con
BUSCO v5.5.0 (Manni et al.,, 2021) y QUAST (Gurevich et al., 2013). Los
ensamblajes resultantes mostraron >97% de completitud y un valor N50 de 1.5 Mb.
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BUSCO
Se generod un ensamblaje consenso, alcanzando 97.9% de completitud y un N50

de 3 Mb, tal como se detalle en la siguiente tabla.

Tabla 1. Métricas de completitud de BUSCO para el ensamble de Monographella maydis.
(Sordariomycetes_odb10, n=1706).

Resultados de BUSCO
C:97.9%[S:97.1%,D:0.8%],F:0.5%,M:1.6%,n:1706
Categoria Conteo Porcentaje

Completos (C) 1670 97.9%

Copia unica (single-copy) (S) 1656 97.1%

Duplicados (D) 14 0.8%
Fragmentados (F) 9 0.5%
Faltantes (missing) (M) 27 1.6%
Total de grupos buscados (n) 1706 -

BUSCO busco 1,706 ortdlogos universales de copia unica, de los cuales 1,670
(97.9%) estuvieron completos (97.1% de copia unica y 0.8% duplicados), 9

fragmentados (0.5%) y 27 ausentes (1.6%).

Tabla 2. Estadisticas de ensamble para el genoma de M. maydis.

Métrica Valor
Numero de scaffolds 90
Numero de contigs 90
Longitud total del ensamble 39 801 790 bp
Porcentaje de huecos 0.000%
Scaffold N50 3 Mb
Contig N50 3 Mb
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QUAST

QUAST gener6 métricas estandar de contiguidad y completitud. El analisis
genero estadisticas para distribucion de tamafo de contig, contenido GC, longitud
del ensamblaje y métricas basadas en N (N50, N90, L50, L90), asi como el numero

de bases ambiguas por cada 100 kb.

Tabla 3. Estadisticas de QUAST del ensamble de M. maydis.

Métrica Valor
Numero de contigs (= 0 bp) 90
Numero de contigs (= 1,000 bp) 90
Numero de contigs (= 5,000 bp) 61
Numero de contigs (= 10,000 bp) 49
Numero de contigs (= 25,000 bp) 23
Numero de contigs (= 50,000 bp) 21
Longitud total (>= 0 bp) 39 801 790
Longitud total (>= 1000 bp) 39 801 790
Longitud total (>= 5000 bp) 39 710 908
Longitud total (>= 10000 bp) 39 630 494
Longitud total (>= 25000 bp) 39 215 555
Longitud total (>= 50000 bp) 39150 514
Contig mas largo 5468 643 bp
Contenido de GC 54.40%
N50 3 014 066 bp
N90 1 058 628 bp
auN 2849 831.2 bp
L50 6
L90 15
Numero de N’s por 100 kbp 0

Las estadisticas de QUAST basadas en los umbrales de tamafio indican que el

ensamblaje es altamente contiguo y contiene muy pocos contigs pequefos. La
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longitud total del ensamblaje se mantiene igual al considerar contigs =0 bp y 21,000
bp, lo que demuestra que no hay contigs muy cortos. Al aumentar progresivamente
los umbrales de tamafio (25 kb, 210 kb, =25 kb y =50 kb), la longitud total del
ensamblaje disminuye solo ligeramente en cada paso, lo que demuestra que la
mayor parte de la secuencia gendmica esta contenida en contigs grandes. De
manera notable, incluso cuando solo se consideran los contigs =50 kb, la longitud
retenida permanece cercana al tamano total del ensamblaje, lo que confirma que la
mayor parte del genoma esta ensamblada en secuencias largas y de alta calidad.
En conjunto, estos patrones reflejan un genoma robusto y bien ensamblado, con

gran continuidad y minima fragmentacion.

El ensamblaje consistiéo en 90 contigs con un total de 39.8 Mb, y no se realizé
ningun scaffolding, resultando en el mismo numero de contigs y scaffolds. La
ausencia de bases N indica que el ensamblaje esta completamente libre de huecos,

lo que refleja la alta continuidad de los datos de lectura larga PacBio CLR.

Aplicaciones downstream

El ensamblaje de alta calidad sirvi6 como base para la anotacion funcional,
analisis filogendmicos y pangendmicos. Esta referencia representa la primera
caracterizacion gendmica de M. maydis, constituyendo un recurso valioso para
estudiar su potencial patogénico y sus relaciones evolutivas dentro del complejo de

la mancha de asfalto.

N \( \( A
Input Data Structural Functional Downstream Analy-
Annotation Annotation ses and Visualization
AALL
) e E ﬁ E =y Al I
LLALLI
Assembled Funannotate Funannotate .
genome Predict Annotate antiSMASH
Monographella || AUGUSTUS Pfam fungiSMASH
maydis SNAP MEROPS
FASTA GlimmerHMM CAZy
GeneMark-ES SignalP
UniProt
2N AL J\ 7

Figura 17. Flujo de trabajo para las lecturas del genoma de M. maydis.
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Basandose en el ensamblaje obtenido, la siguiente fase del estudio se enfoco en
la anotacién estructural y funcional del genoma de M. maydis, integrando multiples
herramientas bioinformaticas para predecir modelos génicos, asignar funciones
funcionales y explorar la base molecular de su interaccion con el hospedero y con

otros hongos involucrados en el complejo de la mancha de asfalto.

Prediccion génica y anotacion funcional

La prediccion génica se realizd sobre el genoma ensamblado utilizando
FunAnnotate (v1.8.15) (Palmer & Stajich, 2020). Las secuencias repetitivas fueron
enmascaradas con la herramienta de enmascaramiento de FunAnnotate, y la
prediccion génica se llevd a cabo mediante el algoritmo GeneMark-ES. La
completitud del genoma se evalué utilizando la base de datos fungica de BUSCO
(Ascomycota_odb10) (Manni et al., 2021). Las secuencias codificantes predichas
fueron posteriormente sometidas a busquedas con BLAST+ (v2.14.1) para
homologia y anotacion funcional. Las secuencias proteicas extraidas del archivo
GFF3 que contenia las predicciones de GeneMark fueron consultadas contra la
base de datos de proteinas UniProt para identificar proteinas homologas y asignar
funciones putativas (Ter-Hovhannisyan et al., 2008; The UniProt Consortium, 2025).
A partir del conjunto de datos de UniProt se gener6 una base de datos BLAST local,

y se ejecutd BLASTp para comparar contra ella las secuencias proteicas predichas.

Anotacion estructural y funcional

La anotacién estructural del genoma de M. maydis se realizd utilizando
Funannotate (v1.8.15), un conjunto integral de herramientas optimizado para la
anotaciéon de genomas fungicos. Los analisis se llevaron a cabo localmente en el
cluster de computo de alto rendimiento MITLA del CCG-UNAM.

Este proceso empled herramientas de prediccion génica como AUGUSTUS,
SNAP, GlimmerHMM vy parcialmente GeneMark-ES, generando 10,933 genes
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predichos. La salida incluyd archivos de anotacion estandar (.gff3, .gbk, .faa, .finy
.fna), asi como registros de errores y parametros (Bromberg & Rost, 2007; Majoros
et al., 2004; Stanke et al., 2004; Ter-Hovhannisyan et al., 2008).

Este paso incorporé multiples bases de datos y recursos, incluyendo Pfam,
MEROPS, CAZy, SignalP y UniProt (a través de DIAMOND) (Lombard et al., n.d.;
Mistry et al., n.d.; Rawlings et al., 2014; Teufel et al., 2022; The UniProt Consortium,
2025). Debido a limitaciones de configuracién local, no se ejecutaron InterProScan

ni eggNOG-mapper.

Tabla 4. Resultados generales de la anotacion estructural y funcional del genoma de M. maydis.

Categoria Cantidad
Genes anotados 10,933
Dominios Pfam 11,971
Coincidencias con UniProt 773
Entradas MEROPS 368
Familias CAZy 794
Proteinas secretadas predichas (SignalP) 1016

Analisis de metabolitos secundarios

La prediccion de clusteres de genes biosintéticos (BGCs) y de rutas de
metabolitos secundarios se realizo utilizando antiSMASH (v4.1.0) (Blin et al., 2019).
Aunque se intentd ejecutar funannotate remote -m antismash, el analisis se
completd finalmente mediante la carga manual del archivo GenBank anotado en el
servidor fungiSMASH.

El analisis identific6 exitosamente multiples clusteres biosintéticos,
potencialmente involucrados en la produccion de metabolitos secundarios. Los

resultados se resumen en la siguiente imagen.
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Identified secondary metabolite regions using strictness 'relaxed’

Region Type From To Similarity Confidence Most similar known cluster Compact view o
m terpene & 532,189 563952
Region 1.2 TIPKS = 2,227,355 2,208,805
Region 1.3 LTSS 4,684,174 4,758,419
Region 4.1 NRPS-like & 885,563 040,862
LUl termene-precursor & 1,764,205 1,795,389
TIPKS & 1,833,205 1,899,831 |High 1,3,6,6-tetrahydroxynaphthalene & PKS
Region 5.1  [ERLE 369,270 401,697 | High clavaric acid & lerpena
Region 5.2 terpene-precursor & 934,826 965,064
FRegion 5.3 NRPS & 1,915,001 1,980,162 Medium tenuazonic acid & NRPS:Type +PKS
Region 5.4 NRPS & 3,150,138 3,214,537
Raegion 5.5 TIPKS & . terpene & 3,248,809 3,327,674
Fiegion 5.6 phosphonate & 3410125 3428973
Region 6.1 NRPS & . indole &, TIPKS & 1 121,791 Medium i ap firithi i ioclapurine @ NRPS:Type |
NRP-metalliophore @, NRPS of 727,827 808,476
NRPS o 886,972 1,055,253
terpene & 1,426,081 1,457,739 Low squalestatin S1 & terpene:Hemiterpene
Region 7.4 TIPKS & 2,840,545 2,904,052
Fegion 8.1 R 1Ed 257,846 280,188
Fiegion 8.2 NRFS & 361,252 426,867  High dimethylcoprogen of NRPS.Type |
Region 9.1 TIPKS & 536,729 606,547
Flegion 9.2 TIPKS & 1,706,530 1,774,057
Region 9.3  EUETERNC S 2,041,606 2,105,475 [High choline of NRPS:Type |
Region 9.4 ELEUEY: 2,519,640 2,553,949
Region 10.1 EREUEY: 2,329,031 2,360,117
Region 11.1 | T3PKS o 1,294,809 1,356,025
Region 11.2  NRPS-ike @ TIPKS o 1,521,006 1,632,715
CERTRERN NRPS-ike & 1,181,132 1,244,360
NRPS & 1 56,357
Region 14.2  NRPS-ike & . indole & 523,142 603,001
EETRERN icocyanide & 2,436 64,704
Region 16.2 ELGETg 699,436  765.291  High gliovirin & NRPS:Type |
NRPS & 1 18,165 High gliovirin & NRPS:Type |
terpene & 329,440 361,359
terpene & 580,607 612,666
e Y temene & 2,466,261 2,497,358
Region 824 TIPKS 2910,779 2,978,653
Region 825 = TiPKS o 3,026,110 3,082,047

Figura 18. Analisis de antiSMASH v5.0 del genoma de M. maydis. Visualizacion de la
prediccion de clusters de genes biosintéticos (BGCs).

Cada bloque de color representa un tipo distinto de cluster génico (p. ej., NRPS-
like, PKS, terpenos). El analisis reveld multiples clusteres potencialmente
implicados en la sintesis de metabolitos secundarios asociados con la

patogenicidad y la adaptacion fungica.

Analisis de ortologia

La anotacion funcional y la identificacion de grupos ortélogos se realizaron
utilizando EggNOG-mapper (v2.1.9), que asigna proteinas predichas a grupos
ortdlogos e identificadores de Ortologia KEGG (KO) basados en la base de datos
EggNOG (Cantalapiedra et al., n.d.; Kanehisa & Sato, 2019). Las proteinas
predichas de M. maydis fueron formateadas en FASTA y analizadas utilizando

Diamond para un alineamiento rapido contra la base de datos EggNOG.
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El analisis generé anotaciones KO de KEGG, categorias funcionales e
informacion sobre rutas metabdlicas. KEGG Mapper

(https://www.genome.jp/kegg/mapper/reconstruct.html) se utiliz6 para visualizar

interactivamente las rutas anotadas. Todos los KOs asignados y sus funciones

correspondientes se encuentran en el Anexo I.

Entre las funciones mas representadas se encontraron las siguientes, entre
otras, lo que refleja la diversidad metabdlica y los posibles roles funcionales dentro

del genoma de M. maydis.

Tabla 5. Los 10 KOs mas frecuentes.

KO ID Conteo Descripcion

K00505 30 Glucokinasa [EC:2.7.1.2]

K01426 24 Adenosina desaminasa [EC:3.5.4.4]

K16261 21 Oxidoreductasa dependiente de FAD

K01183 17 Alfa-glucosidasa [EC:3.2.1.20]

K05349 15 Factor de transcripcidn tipo zinc-finger
fungico

K00799 15 Glutamina sintetasa [EC:6.3.1.2]

K08286 14 Proteina F-box

K08141 14 Proteina quinasa

K00480 11 Subunidad | de citocromo c¢ oxidasa
[EC:7.1.1.9]

K01230 10 Beta-galactosidasa [EC:3.2.1.23]
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KEGG Mapper Reconstruction Result

Pathway (430) Brite (46) Brite Table (7) Module (91)

Show matched objects

Metabolism

Global and overview maps
01100 Metabolic pathways (830)
01110 Biosynthesis of secondary metabolites (328)
01120 Microbial metabolism in diverse environments (173)
01200 Carbon metabolism (84)
01210 2-Oxocarboxylic acid metabolism (37)
01212 Fatty acid metabolism (23)
01230 Biosynthesis of amino acids (98)
01232 Nucleotide metabolism (36)
01250 Biosynthesis of nucleotide sugars (19)
01240 Biosynthesis of cofactors (118)
01220 Degradation of aromatic compounds (12)
01310 Nitrogen cycle (2)
01320 Sulfur cycle (7)
Carbohydrate metabolism
00010 Glycolysis / Gluconeogenesis (26)
00020 Citrate cycle (TCA cycle) (21)
00030 Pentose phosphate pathway (19)
00040 Pentose and glucuronate interconversions (22)
00051 Fructose and mannose metabolism (24)
00052 Galactose metabolism (15)
00053 Ascorbate and aldarate metabolism (12)
00500 Starch and sucrose metabolism (27)
00620 Pyruvate metabolism (31)
00630 Glyoxylate and dicarboxylate metabolism (23)
00640 Propanoate metabolism (20)
00650 Butanoate metabolism (17)
00660 C5-Branched dibasic acid metabolism (3)
00562 Inositol phosphate metabolism (24)

Figura 19. Visién general de la reconstruccion de rutas metabdlicas KEGG basada en las
anotaciones de EggNOG-mapper. Las rutas metabdlicas se reconstruyeron utilizando la
herramienta en linea KEGG Mapper, empleando los identificadores KO generados por EggNOG.

Analisis Pangenémico y Filogenédmico

Para inferir las relaciones evolutivas e identificar familias génicas conservadas,
se realizé un analisis gendmico comparativo que incluyd Microdochium bolleyi
(GCA _001566295), Microdochium trichocladiopsis (GCA _020744255),
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Microdochium nivale (GCA_026745475), Phyllachora maydis (GCA _029339225) y
Monographella maydis (este estudio). Los datos gendmicos en formato GenBank
(.gbff) se analizaron utilizando Get_Homologues (v14112024), empleando los
algoritmos BBH, COG y OrthoMCL para identificar clusteres ortdlogos (Contreras-
Moreira & Vinuesa, 2013).

Un total de 2,034 grupos ortodlogos centrales, cada uno con una proteina por
especie, se conservaron y se procesaron posteriormente con Get_Phylomarkers
(v2.8.1.4), obteniendo 208 grupos de proteinas homologas adecuados para la

inferencia filogenética (Vinuesa et al., 2018).

Se realizaron alineamientos multiples de secuencias, y el arbol filogenético se
reconstruyd utilizando RAXML (v8.2.12) bajo el modelo de sustitucion GTR (Kozlov
et al., 2019). El arbol final se visualizé usando IQ-TREE (v2.1.2) e iTOL, utilizando
el método de Maxima Verosimilitud (MLE), ilustrando las relaciones evolutivas entre
las cinco especies fungicas en un arbol en formato Newick (Letunic & Bork, 2021;
Minh et al., 2020).

Tree scale: 1

Phyllachora_maydis_PM02
Microdochium_nivale_F00608

I_'—_ Microdochium_bolleyi_J235TASD1

LI__ Microdochium_trichocladiopsis_ MPI-CAGE-CH-0230
Monographella_maydis

Figura 20. Relaciones filogenéticas entre Monographella maydis y especies de hongos relacionadas.

El analisis filogenético muestra a Phyllachora maydis PM02 ramificandose por
separado de las especies de Microdochium y Monographella, indicando que P.
maydis es el taxon mas divergente dentro del conjunto de datos. Las especies
restantes forman un clado bien soportado en el que Monographella maydis se
agrupa estrechamente con Microdochium trichocladiopsis, sugiriendo un ancestro
comun relativamente reciente. Ramas ligeramente mas profundas separan a M.

bolleyiy M. nivale, que se agrupan como taxones hermanos.

38



En conjunto, la topologia refleja una clara separacion filogenética entre
Phyllachora 'y el grupo Microdochium/Monographella; la identidad de Monographella
maydis también se confirma con este arbol filogenético, mostrando los resultados

esperados dentro de su género.
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Conclusiones

Este estudio representa la primera caracterizacion gendmica integral de
Monographella maydis, un hongo asociado con el complejo de mancha de asfalto
del maiz (TSC). A través de su aislamiento exitoso, cultivo in vitro y secuenciacion
genomica de alta calidad utilizando tecnologia PacBio de lecturas largas, se obtuvo
un ensamblaje gendmico completo y casi contiguo. La anotacion de este genoma
proporcion6 un catalogo robusto de genes predichos, dominios funcionales y
posibles factores de virulencia, ofreciendo informacion valiosa sobre los
mecanismos moleculares subyacentes a su biologia. Los analisis comparativos
utilizando enfoques filogendémicos y pangendmicos revelaron que M. maydis
comparte  relaciones evolutivas con otros miembros del género
Microdochium/Monographella, mientras que también exhibe caracteristicas
genomicas unicas que podrian explicar su especializacidn ecoldgica y su posible

papel en el TSC.

La integracion de herramientas bioinformaticas como BUSCO, QUAST,
FunAnnotate y EggNOG-mapper permiti6 una anotacién estructural y funcional
detallada del genoma, lo que condujo a la identificacion de genes potencialmente
vinculados con la patogenicidad, adaptaciéon a estreses y de metabolismo
secundario. Estos hallazgos no solo proporcionan un recurso fundamental para la
especie, sino que también contribuyen a una comprension mas amplia de la

diversidad fungica asociada con las enfermedades del maiz.

Sin embargo, aunque los datos gendmicos y comparativos avanzan nuestra
comprension de M. maydis, la interaccion patogénica entre Phyllachora maydisy M.
maydis permanece sin resolverse. Las aproximaciones experimentales futuras
deberian orientarse a elucidar el orden cronolédgico y la dependencia de la infeccién
entre estos dos hongos —si M. maydis requiere una inoculaciéon previa por P.
maydis, o si ambos pueden actuar de manera independiente bajo condiciones
ambientales especificas. Los ensayos de doble inoculacion, el perfilamiento
transcriptémico y los estudios de infeccion basados en microscopia podrian aclarar
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estas dinamicas, revelando asi la base molecular de su patogenicidad sinérgica

dentro del complejo de mancha de asfalto.

En conjunto, este trabajo establece un marco gendémico y analitico para
Monographella maydis, abriendo nuevas vias para comprender la evolucion, el
potencial patdgeno y la adaptacion ecoldgica de los hongos involucrados en las

enfermedades del maiz.
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Anexos

Anexo A. Glosario

1.

Ensamblaje gendmico de novo. Proceso mediante el cual se ensambla el
genoma completo de un organismo a partir de lecturas de secuenciacion—
largas o cortas—sin utilizar un genoma de referencia.

Genoma de referencia. Ensamblaje gendmico continuo, preciso y anotado
de una especie, utilizado como base para comparaciones y analisis.
Anotacion del genoma. Proceso de identificacion de genes, regiones
codificantes y caracteristicas regulatorias o estructurales dentro de un
genoma.

Hiperparasito. Parasito cuyo hospedero es a su vez otro parasito.
Cebadores (primers). Secuencias cortas de ADN monocatenario que se
unen a regiones especificas y permiten la amplificacion de ADN en PCR.
Estroma. Tejido fungico compacto que contiene estructuras reproductivas
COMO ascocarpos o peritecios.

Ascos. Sacos cilindricos o alargados caracteristicos de los Ascomycetes,
donde se desarrollan y almacenan las ascosporas durante la reproduccion
sexual

Triseptado. Que posee tres septos internos; se refiere comunmente a
conidios o hifas con tres divisiones transversales.

Conidios. Esporas asexuales producidas por hongos, tipicamente

dispersadas para la reproduccion y diseminacion.

10.Himenio. Capa fértil de un ascocarpo compuesta por ascos y parafisis.

11.Ascocarpo. Estructura reproductiva sexual de hongos Ascomycetes donde

se producen los ascos y las ascosporas. Puede presentarse en diversas
formas (peritecios, apotecios, cleistotecios) y es responsable del desarrollo

de esporas sexuales.

12.Peritecios. Ascocarpos con forma de matraz que presentan una abertura

pequefia (6stiolo) por la cual se liberan las ascosporas maduras. Suelen

estar incrustados o unidos a un estroma en muchos hongos Ascomycetes.

48



13.Parasito obligado. Organismo que solo puede completar su ciclo de vida
dentro de un hospedero vivo.

14.Mapeo de lecturas (read mapping). Alineamiento de lecturas de
secuenciacion contra un genoma de referencia conocido para
comparaciones o identificacion de variantes.

15.Internal Transcribed Spacer (ITS) (Espaciador Interno Transcrito). Regiones
no codificantes altamente variables del ADN ribosomal usadas como
marcadores moleculares para la identificacion de hongos.

16. Melting temperature, Tm (Temperatura de fusion, Tm). Temperatura a la cual
el 50% de las hebras de ADN estan desnaturalizadas (sencillas) y el 50%
permanecen doblemente enlazadas.

17.Single Nucleotide Variant, SNV (Variante de un solo nucledtido). Sustituciéon
de una base nucleotidica en el genoma, utilizada frecuentemente en
gendmica comparativa.

18.In vitro. Proceso realizado fuera de un organismo vivo bajo condiciones
controladas de laboratorio.

19.LINEs (Elementos Nucleares Dispersos Largos). Elementos moéviles
repetitivos de ADN capaces de copiarse e insertarse dentro del genoma.

20.LTRs (Repeticiones Terminales Largas). Secuencias repetidas de ADN que
flanquean retrotransposones; esenciales para su movilidad.

21.Contenido GC. Porcentaje de bases guanina y citosina en una molécula de
ADN; indicador de estabilidad gendémica.

22.Haploide. Que contiene un solo conjunto de cromosomas.

23.K-mer. Subcadena de longitud k extraida de una secuencia de ADN; utilizada
para analisis de ensamblaje, estimacidén de tamafo de genoma y correccién
de errores.

24 .N50. Longitud del contig mas corto que representa el 50% del tamano total
del genoma ensamblado; métrica de calidad.

25.N90. Longitud de los contigs que representan el 90% del ensamblaje;

indicador de calidad mas estricto.
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26.auN. Métrica de continuidad del ensamblaje gendmico que integra todas las
estadisticas Nx (N10—-N90) en un solo valor, ofreciendo una medida integral
de la distribucion del tamafio de contigs y la contiglidad general del
ensamblaje.

27.L50. Métrica que indica el numero minimo de contigs 0 andamios que juntos
contienen el 50% de la longitud total del ensamblaje. Un L50 mas pequefio
refleja un ensamblaje mas contiguo.

28.1.90. Métrica que indica el numero minimo de contigs o andamios que juntos
contienen el 90% de la longitud total del ensamblaje. Un L90 menor sugiere
un ensamblaje mas completo y menos fragmentado.

29. Anamorfos. Etapa asexual de un hongo.

30. Teleomorfos. Etapa sexual de un hongo.

31.Cobertura del genoma. Numero promedio de veces que cada base del
genoma es secuenciada.

32.Scaffold (Andamio). Secuencia compuesta por contigs conectados cuyo
orden y orientacién se conocen.

33.BUSCO score. Métrica que indica el grado de completitud del genoma
basada en ortdlogos conservados de copia unica.

34.Coverage depth (Profundidad de cobertura). Medida del numero de veces
gue un nucledétido dado es secuenciado.

35. Analisis downstream. Pasos analiticos realizados después del ensamblaje y
anotacion del genoma, como analisis filogenéticos u ontologias génicas.
36.Arbol filogenético. Diagrama que representa relaciones evolutivas entre

especies o cepas.

37.Contig. Secuencia continua de ADN ensamblada a partir de lecturas
superpuestas.

38.Modelo de sustitucion GTR. Modelo evolutivo “General Time Reversible”
utilizado para inferencia filogenética, que permite tasas diferentes de
sustitucién entre todas las posibles parejas de nucleétidos.

39.Formato Newick. Formato de texto estandar para representar arboles
filogenéticos mediante paréntesis anidados.
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Anexo B. Taxonomia de M. maydis

TAXONOMY

Monographella maydis

Domain
Eukarya

Kingdom
Funai

Phylum
Ascomycota

Class
Sordariomycetes

Order
Xylariales

Monographella

Species

maydis
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Anexo C. Imagenes de estructuras de M. maydis

Figura 21. Conidio aislado obtenido de esporodoquio
de M. maydis

Figura 22. Himenio de M. maydis.
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Figura 23. Hifas de Monographella maydis, unidas a un peritecio abierto.

Figura 24. Ascas diferenciadas. En cada saco hay o ascosporas bien definidas.
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Figura 25. Peritecio con ascas saliendo de él. Las 8 ascosporas triseptadas puede verse en cada célula.
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Anexo E. Analisis de K-meros usando GenomeScope

MNG128 S
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GenomeScope version 1.8
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property
Heterozygosity
Genome Haploid Length
Genome Repeat Length
Genome Unigue Length
Model Fit

Read Error Rate

http://genomescope.org/analysis.php?code=XRAjw6uDy6pi9ZQJMedE

min

©8.85377%
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37,632,861 bp
97.2456%
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max
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38,899,451 bp
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18.5198%
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MNG133S

GenomeScope Profile
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Heterozygosity 9.581476%
Genome Haploid Length 43,786,361 bp
Genome Repeat Length 8,342,861 bp
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Model Fit 93, 2142%

Read Error Rate 18, 4544%

max
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MNG137S

GenomeScope Profile GenomeScope Profile
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Results

GenomeScope version 1.e
k=21

property min max

Heterozygosity 8.737827% 8.816933%
Genome Haploid Length 47,091,185 bp 47,275,228 bp
Genome Repeat Length 8,746,938 bp 8,781,121 bp
Genome Unigue Length 38,344,248 bp 38,434,832 bp
mModel Fit 96.7874% 98.1271%
Read Error Rate 18.3809% 18.38@9%

http://genomescope.org/analysis.php?code=leVpzH50Rnkp4kNAg8z8
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Anexo F. Resumen de los resultados de la anotacion de M. maydis

Category Description Count / Value Tool / Database
Genome Total assembled
39.8 Mb QUAST
assembly size length
Assembly
N50/L50 3.0Mb/6 QUAST
contiguity metrics
Complete (C) /
BUSCO _ 97.9% (97.1% S,
Single (S) / BUSCO v5.5.0
completeness _ 0.8% D)
Duplicated (D)
Total number of
Predicted genes 10,933 Funannotate
gene models
Predicted Number of
10,933 Funannotate
proteins translated CDS
Functional protein
Pfam domains 11,971 Pfam v35.0
domains detected
Carbohydrate-
CAZy families . 794 dbCAN / CAZy
active enzymes
Proteolytic
MEROPS entries 368 MEROPS
enzymes
Predicted secreted
SignalP hits _ 1,016 SignalP
proteins
Homologous UniProt
UniProt matches 773
proteins identified (DIAMOND)

X (to fill in once

Biosynthetic Predicted
you check
gene clusters | secondary antiSMASH v4.1.0
_ antiSMASH
(BGCs) metabolite clusters
results)
Example: PKS,
Major BGC types | NRPS, Terpene, | X antiSMASH v4.1.0
Hybrid
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Anexo G. Workflow del analisis bioinformatico
Proposed Workflow Structure
1. Input Data
o Assembled genome (Monographella maydis FASTA)
o Sequencing platform: PacBio Sequel Il (long reads)
2. Assembly Quality Assessment
o Tools: QUAST, BUSCO
o Metrics: completeness, contiguity (N50), GC content
3. Structural Annotation
o Tool: Funannotate Predict
o Gene predictors: AUGUSTUS, SNAP, GlimmerHMM, GeneMark-ES
o Output: GFF3, GBK, CDS, mRNA, protein FASTA files
4. Functional Annotation
o Tool: Funannotate Annotate
o Databases: Pfam, MEROPS, CAZy, SignalP, UniProt
o Output: Annotated GBK, GFF3, protein and CDS files
5. Secondary Metabolite Analysis
o Tool: antiSMASH / fungiSMASH
o Input: annotated GBK file

o Output: identified biosynthetic gene clusters (BGCs)
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6. Downstream Analyses and Visualization
o Data interpretation (Pfam, CAZy, SignalP categories)

o Summary statistics and figure generation
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Anexo H. Herramientas bioinformaticas y parametros

Tabla 6. Versiones de software usadas para el analisis de BUSCO

Tool Version

hmmsearch 3.3

BBTools 39.01

MetaEuk GITDIR-NOTFOUND
(version not detected)

BUSCO 5.5.0
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Anexo |. Salidas de KEGG Mapper mostrando vias metabdlicas

reconstruidas a partir de anotaciones de EggNOG

KEGG Mapper Reconstruction Result

Pathway (430) Brite (46) Brite Table (7) Module (91)

Show matched objects

Metabolism

Global and overview maps
01100 Metabolic pathways (830)
01110 Biosynthesis of secondary metabolites (328)
01120 Microbial metabolism in diverse environments (173)
01200 Carbon metabolism (84)
01210 2-Oxocarboxylic acid metabolism (37)
01212 Fatty acid metabolism (23)
01230 Biosynthesis of amino acids (98)
01232 Nucleotide metabolism (36)
01250 Biosynthesis of nucleotide sugars (19)
01240 Biosynthesis of cofactors (118)
01220 Degradation of aromatic compounds (12)
01310 Nitrogen cycle (2)
01320 Sulfur cycle (7)

Carbohydrate metabolism
00010 Glycolysis / Gluconeogenesis (26)
00020 Citrate cycle (TCA cycle) (21)
00030 Pentose phosphate pathway (19)
00040 Pentose and glucuronate interconversions (22)
00051 Fructose and mannose metabolism (24)
00052 Galactose metabolism (15)
00053 Ascorbate and aldarate metabolism (12)
00500 Starch and sucrose metabolism (27)
00620 Pyruvate metabolism (31)
00630 Glyoxylate and dicarboxylate metabolism (23)
00640 Propanoate metabolism (20)
00650 Butanoate metabolism (17)
00660 C5-Branched dibasic acid metabolism (3)
00562 Inositol phosphate metabolism (24)

Energy metabolism
00190 Oxidative phosphorylation (70)
00710 Carbon fixation by Calvin cycle (17)
00720 Other carbon fixation pathways (9)
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00680 Methane metabolism (19)

00910 Nitrogen metabolism (13)

00920 Sulfur metabolism (16)
Lipid metabolism

00061 Fatty acid biosynthesis (8)

00062 Fatty acid elongation (10)

00071 Fatty acid degradation (13)

00073 Cutin, suberine and wax biosynthesis (2)

00074 Mycolic acid biosynthesis (1)

00100 Steroid biosynthesis (17)

00120 Primary bile acid biosynthesis (4)

00140 Steroid hormone biosynthesis (5)

00561 Glycerolipid metabolism (23)

00564 Glycerophospholipid metabolism (37)

00565 Ether lipid metabolism (9)

00600 Sphingolipid metabolism (19)

00590 Arachidonic acid metabolism (8)

00591 Linoleic acid metabolism (3)

00592 alpha-Linolenic acid metabolism (5)

01040 Biosynthesis of unsaturated fatty acids (11)
MNucleotide metabolism

00230 Purine metabolism (51)

00240 Pyrimidine metabolism (32)
Amino acid metabolism

00250 Alanine, aspartate and glutamate metabolism (28)

00260 Glycine, serine and threonine metabolism (32)

00270 Cysteine and methionine metabolism (38)

00280 Valine, leucine and isoleucine degradation (23)

00290 Valine, leucine and isoleucine biosynthesis (10}

00300 Lysine biosynthesis (13)

00310 Lysine degradation (23)

00220 Arginine biosynthesis (22)

00330 Arginine and proline metabolism (20)

00340 Histidine metabolism (13)

00350 Tyrosine metabolism (19)

00360 Phenylalanine metabolism (13)

00380 Tryptophan metabolism (22)

00400 Phenylalanine, tyrosine and tryptophan biosynthesis (19)
Metabaolism of other amino acids

00410 beta-Alanine metabolism (14)

00430 Taurine and hypotaurine metabolism (7)

00440 Phosphonate and phosphinate metabolism (5)
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00450 Selenocompound metabolism (8)
00460 Cyanoamino acid metabolism (9)
00470 D-Amino acid metabolism (3)
00480 Glutathione metabolism (20)
Glycan biosynthesis and metabolism
00520 Amino sugar and nucleotide sugar metabolism (28)
00541 Biosynthesis of various nucleotide sugars (7)
00510 N-Glycan biosynthesis (29)
00513 Various types of N-glycan biosynthesis (22)
00515 Mannose type O-glycan biosynthesis (1)
00514 Other types of O-glycan biosynthesis (4)
00531 Glycosaminoglycan degradation (4)
00563 Glycosylphosphatidylinositol (GPI)-anchor biosynthesis (22)
00603 Glycosphingolipid biosynthesis - globo and isoglobo series (2)
00604 Glycosphingolipid biosynthesis - ganglio series (1)
00511 Other glycan degradation (7)
00540 Lipopolysaccharide biosynthesis (2)
Metabolism of cofactors and vitamins
00730 Thiamine metabolism (11)
00740 Riboflavin metabolism (11)
00750 Vitamin Be metabolism (7)
00760 Nicotinate and nicotinamide metabolism (17)
00770 Pantothenate and CoA biosynthesis (17)
00780 Biotin metabolism (4)
00785 Lipoic acid metabolism (15)
00790 Folate biosynthesis (19)
00670 One carbon pool by folate (21)
00830 Retinol metabolism (4)
00860 Porphyrin metabolism (18)
00130 Ubiguinone and other terpenoid-quinone biosynthesis (11)
Metabolism of terpenoids and polyketides
00900 Terpenoid backbone biosynthesis (18)
00909 Sesquiterpenoid and triterpenoid biosynthesis (2)
00904 Diterpenoid biosynthesis; Including: Gibberellin biosynthesis (1)
00906 Carotenoid biosynthesis (4)
00981 Insect hormone biosynthesis (1)
00908 Zeatin biosynthesis (1)
00903 Limonene degradation (2)
00907 Pinene, camphor and geraniol degradation (2)
01051 Biosynthesis of ansamycins (1)
01057 Biosynthesis of type II polyketide products (1)
00523 Polyketide sugar unit biosynthesis (2)
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01055 Biosynthesis of vancomycin group antibiotics (1)
Biosynthesis of other secondary metabolites

00940 Phenylpropanoid biosynthesis (4)

00944 Flavone and flavonol biosynthesis (1)

00946 Degradation of flavonoids (2)

00901 Indole alkaloid biosynthesis (3)

00950 Isoquinoline alkaloid biosynthesis (6)

00960 Tropane, piperidine and pyridine alkaloid biosynthesis (5)

00232 Caffeine metabolism (2)

00965 Betalain biosynthesis (2)

00966 Glucosinolate biosynthesis (1)

00311 Penicillin and cephalosporin biosynthesis (2)

00332 Carbapenem biosynthesis (2)

00261 Monobactam biosynthesis (4)

00521 Streptomycin biosynthesis (6)

00524 Neomycin, kanamycin and gentamicin biosynthesis (1)

00525 Acarbose and validamycin biosynthesis (1)

00401 Novobiocin biosynthesis (2)

00404 Staurosporine biosynthesis (2)

00405 Phenazine biosynthesis (1)

00333 Prodigiosin biosynthesis (2)

00254 Aflatoxin biosynthesis (3)

00998 Biosynthesis of various antibiotics; Including: Kanosamine biosynthesis, Aurachin biosynthesis, Bacilysin biosynthesis, Puromycin biosynthesis, Dapdiamides

biosynthesis, Fosfomycin biosynthesis, Cremeomycin biosynthesis, Fumagillin biosynthesis, Pentalenolactone biosynthesis, Terpentecin biosynthesis, Roseoflavin

biosynthesis, Cycloserine biosynthesis (2)

00999 Biosynthesis of various plant secondary metabolites; Including: Crocin biosynthesis, Ginsenoside biosynthesis, Saponin adjuvant biosynthesis, Cannabidiol

biosynthesis, Mugineic acid biosynthesis, Pentagalloylglucose biosynthesis, Benzoxazinoid biosynthesis, Gramine biosynthesis, Coumarin biosynthesis, Furanocoumarin

biosynthesis, Hordatine biosynthesis, Podophyllotoxin biosynthesis (4)
Xenobiotics biodegradation and metabolism

00362 Benzoate degradation (7)

00627 Aminobenzoate degradation (8)

00364 Fluorobenzoate degradation (2)

00625 Chloroalkane and chloroalkene degradation (5)

00361 Chlorocyclohexane and chlorobenzene degradation (4)

00623 Toluene degradation (3)

00643 Styrene degradation (6)

00791 Atrazine degradation (3)

00930 Caprolactam degradation (6)

00621 Dioxin degradation (1)

00626 Naphthalene degradation (3)

00624 Polycyclic aromatic hydrocarbon degradation (1)

00984 Steroid degradation (1)
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B I T P )

00980 Metabolism of xenobiotics by cytochrome P450 (8)
00982 Drug metabolism - cytochrome P450 (7)
00983 Drug metabolism - other enzymes (16)

Genetic Information Processing

Transcription
03020 RNA polymerase (27)
03022 Basal transcription factors (30)
03040 Spliceosome (90)
Translation
03010 Ribosome (122)
00970 Aminoacyl-tRNA biosynthesis (25)
03013 Nucleocytoplasmic transport (58)
03015 mRNA surveillance pathway (46)
03008 Ribosome biogenesis in eukaryotes (68)
Folding, sorting and degradation
03060 Protein export (21)
04141 Protein processing in endoplasmic reticulum (71)
04130 SNARE interactions in vesicular transport (17)
04120 Ubiquitin mediated proteolysis {54)
04122 Sulfur relay system (10)
03050 Proteasome (36)
03018 RNA degradation (51)
Replication and repair
03030 DNA replication (33)
03410 Base excision repair (30)
03420 Nucleotide excision repair (48)
03430 Mismatch repair (20)
03440 Homologous recombination (24)
03450 Non-homologous end-joining (10)
03460 Fanconi anemia pathway (22)
Chromosome
03082 ATP-dependent chromatin remodeling (35)
03083 Polycomb repressive complex (11)
Information processing in viruses
03250 Viral life cycle - HIV-1 (15)
03264 Virion - Flavivirus and Alphavirus (1)
03265 Virion - Ebolavirus, Lyssavirus and Morbillivirus (1)
03273 Virion - Lassa virus and SFTS virus (1)
03272 Virion - Hepatitis viruses (8)
03266 Virion - Herpesvirus (1)
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Environmental Information Processing

Membrane transport
02010 ABC transporters (9)
03070 Bacterial secretion system (2)
Signal transduction
02020 Two-component system (19)
04010 MAPK signaling pathway (23)
04013 MAPK signaling pathway - fly (15)
04016 MAPK signaling pathway - plant (4)
04011 MAPK signaling pathway - yeast (68)
04012 ErbB signaling pathway (9)
04014 Ras signaling pathway (23)
04015 Rap1 signaling pathway (15)
04310 Wnt signaling pathway (16)
04330 Notch signaling pathway (3)
04340 Hedgehog signaling pathway (5)
04341 Hedgehog signaling pathway - fly (7)
04350 TGF-beta signaling pathway {10)
04390 Hippo signaling pathway (10)
04391 Hippo signaling pathway - fly (8)
04392 Hippo signaling pathway - multiple species (7)
04370 VEGF signaling pathway (13)
04371 Apelin signaling pathway (16)
04630 JAK-STAT signaling pathway (4)
04064 NF-kappa B signaling pathway (6)
04668 TNF signaling pathway (9)
04066 HIF-1 signaling pathway (15)
04068 FoxO signaling pathway (18)
04020 Calcium signaling pathway (13)
04070 Phosphatidylinositol signaling system (21)
04072 Phospholipase D signaling pathway (14)
04071 Sphingolipid signaling pathway (27)
04024 cAMP signaling pathway (19)
04022 cGMP-PKG signaling pathway (16)
04151 PI3K-Akt signaling pathway (27)
04152 AMPK signaling pathway (28)
04150 mTOR signaling pathway (41)
04075 Plant hormone signal transduction (4)
Signaling molecules and interaction
04080 Neuroactive ligand-receptor interaction (3)
04082 Neuroactive ligand signaling (5)
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04081 Hormone signaling (6)
04517 IgSF CAM signaling (25)

Cellular Processes

Transport and catabolism
04144 Endocytosis (70)
04145 Phagosome (33)
04142 Lysosome (29)
04146 Peroxisome (45)
04140 Autophagy - animal (50)
04138 Autophagy - yeast (71)
04136 Autophagy - other (22)
04137 Mitophagy - animal (27)
04139 Mitophagy - yeast (32)
04148 Efferocytosis (23)
Cell growth and death
04110 Cell cycle {59)
04111 Cell cycle - yeast (95)
04112 Cell cycle - Caulobacter (3)
04113 Meiosis - yeast (68)
04114 Oocyte meiosis (33)
04210 Apoptosis (13)
04214 Apoptosis - fly (14)
04215 Apoptosis - multiple species (2)
04216 Ferroptosis (9)
04217 Necroptosis (21)
04115 p53 signaling pathway (7)
04218 Cellular senescence (27)
Cellular community - eukaryotes
04510 Focal adhesion (20)
04520 Adherens junction (14)
04530 Tight junction (28)
04540 Gap junction (9)
04550 Signaling pathways regulating pluripotency of stem cells (5)
Cellular community - prokaryotes
02024 Quorum sensing (10)
02025 Biofilm formation - Pseudomonas aeruginosa (2)
02026 Biofilm formation - Escherichia coli (1)
Cell motility
04814 Motor proteins (30)
04820 Cytoskeleton in muscle cells (10)
04810 Requlation of actin cytoskeleton (28)
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Organismal Systems

Immune system
04611 Platelet activation (13)
04613 Neutrophil extracellular trap formation (22)
04620 Toll-like receptor signaling pathway (4)
04624 Toll and Imd signaling pathway (7)
04621 NOD-like receptor signaling pathway (18)
04622 RIG-I-like receptor signaling pathway (7)
04623 Cytosolic DNA-sensing pathway (16)
04625 C-type lectin receptor signaling pathway (10)
04650 Natural killer cell mediated cytotoxicity (10)
04612 Antigen processing and presentation (8)
04660 T cell receptor signaling pathway (16)
04658 Thl and Th2 cell differentiation (4)
04659 Th17 cell differentiation (6)
04657 IL-17 signaling pathway (9)
04662 B cell receptor signaling pathway (8)
04664 Fc epsilon RI signaling pathway (9)
04666 Fc gamma R-mediated phagocytosis (24)
04670 Leukocyte transendothelial migration (12)
04062 Chemokine signaling pathway (20)
Endocrine system
04911 Insulin secretion (5)
04910 Insulin signaling pathway (25)
04922 Glucagon signaling pathway (19)
04923 Regulation of lipolysis in adipocytes (6)
04920 Adipocytokine signaling pathway (6)
03320 PPAR signaling pathway (12)
04929 GnRH secretion (3)
04912 GnRH signaling pathway (13)
04913 Ovarian steroidogenesis (4)
04915 Estrogen signaling pathway (12)
04914 Progesterone-mediated oocyte maturation (22)
04917 Prolactin signaling pathway (6}
04921 Oxytocin signaling pathway (20)
04926 Relaxin signaling pathway (11)
04935 Growth hormone synthesis, secretion and action (11)
04918 Thyreoid hormone synthesis (9)
04919 Thyroid hormone signaling pathway (19)
04928 Parathyroid hormone synthesis, secretion and action (11)
04916 Melanogenesis (8)



04924 Renin secretion (5)

04614 Renin-angiotensin system (1)

04925 Aldosterone synthesis and secretion (9)

04927 Cortisol synthesis and secretion (3)
Circulatory system

04260 Cardiac muscle contraction (16)

04261 Adrenergic signaling in cardiomyocytes (15)

04270 Vascular smooth muscle contraction (12)
Digestive system

04970 Salivary secretion (5)

04971 Gastric acid secretion (6)

04972 Pancreatic secretion (11)

04976 Bile secretion (7)

04973 Carbohydrate digestion and absorption (3)

04974 Protein digestion and absorption (6)

04975 Fat digestion and absorption (5)

04979 Cholesterol metabolism (6)

04977 Vitamin digestion and absorption (1)

04981 Folate transport and metabolism (8)

04980 Cobalamin transport and metabolism (1)

04978 Mineral absorption (6)
Excretory system

04962 Vasopressin-regulated water reabsorption (13)

04960 Aldosterone-regulated sodium reabsorption (5)

04961 Endocrine and other factor-regulated calcium reabsorption (9)

04964 Proximal tubule bicarbonate reclamation (2)

04966 Collecting duct acid secretion (11)
Nervous system

04724 Glutamatergic synapse (10)

04727 GABAergic synapse (11)

04725 Cholinergic synapse (7)

04728 Dopaminergic synapse (18)

04726 Serotonergic synapse (11)

04720 Long-term potentiation (11)

04730 Long-term depression (8)

04723 Retrograde endocannabinoid signaling (29)

04721 Synaptic vesicle cycle (23)

04722 Neurotrophin signaling pathway (18)
Sensory system

04744 Phototransduction (2)

04745 Phototransduction - fly (3)

04740 Olfactory transduction (3)
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04742 Taste transduction (2)

04750 Inflammatory mediator regulation of TRP channels (8)
Development and regeneration

04320 Dorso-ventral axis formation (4)

04360 Axon guidance (16)

04361 Axon regeneration (12)

04380 Osteoclast differentiation (8)

04382 Cornified envelope formation (10)
Aging

04211 Longevity regulating pathway (18)

04212 Longevity regulating pathway - worm (19)

04213 Longevity regulating pathway - multiple species (19)
Environmental adaptation

04710 Circadian rhythm (7)

04713 Circadian entrainment (&)

04711 Circadian rhythm - fly (1)

04712 Circadian rhythm - plant (2)

04714 Thermogenesis (87)

04626 Plant-pathogen interaction (6)

Human Diseases

Cancer: overview

05200 Pathways in cancer (39)

05202 Transcriptional misregulation in cancer (10)

05206 MicroRNAs in cancer (21)

05205 Proteoglycans in cancer (21)

05204 Chemical carcinogenesis - DNA adducts (5)

05207 Chemical carcinogenesis - receptor activation (15)

05208 Chemical carcinogenesis - reactive oxygen species (69)

05203 Viral carcinogenesis (41)

05230 Central carbon metabolism in cancer (11)

05231 Choline metabolism in cancer (16)

05235 PD-L1 expression and PD-1 checkpoint pathway in cancer (9)
Cancer: specific types

05210 Colorectal cancer (15)

05212 Pancreatic cancer (11)

05225 Hepatocellular carcinoma (18)

05226 Gastric cancer (10)

05214 Glioma (10)

05216 Thyroid cancer (5)

05221 Acute myeloid leukemia (5)

05220 Chronic myeloid leukemia (7)
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05217 Basal cell carcinoma (2)
05218 Melanoma (5)
05211 Renal cell carcinoma (12)
05219 Bladder cancer (3)
05215 Prostate cancer (10)
05213 Endometrial cancer (9)
05224 Breast cancer (8)
05222 Small cell lung cancer (6)
05223 Non-small cell lung cancer (9)
Infectious disease: viral
05166 Human T-cell leukemia virus 1 infection (41)
05170 Human immunodeficiency virus 1 infection (30)
05161 Hepatitis B (13)
05160 Hepatitis C (18)
05171 Coronavirus disease - COVID-19 (75)
05164 Influenza A (20)
05162 Measles (13)
05168 Herpes simplex virus 1 infection (17)
05163 Human cytomegalovirus infection (23)
05167 Kaposi sarcoma-associated herpesvirus infection (16)
05169 Epstein-Barr virus infection (30)
05165 Human papillomavirus infection (41)
Infectious disease: bacterial
05110 Vibrio cholerae infection (21)
05120 Epithelial cell signaling in Helicobacter pylori infection (17)
05130 Pathogenic Escherichia coli infection (33)
05132 Salmonella infection (53)
05131 Shigellosis (51)
(05135 Yersinia infection (23)
05133 Pertussis (6)
05134 Legionellosis (11)
05152 Tuberculosis (22)
05100 Bacterial invasion of epithelial cells {(16)
Infectious disease: parasitic
05146 Amoebiasis (6)
05145 Toxoplasmosis (8)
05140 Leishmaniasis (6)
05142 Chagas disease (6)
05143 African trypanosomiasis (2)
Immune disease
05322 Systemic lupus erythematosus (8)
05323 Rheumatoid arthritis (13)
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05340 Primary immunodeficiency (2)
Neurodegenerative disease
05010 Alzheimer disease (121)
05012 Parkinson disease (107)
05014 Amyotrophic lateral sclerosis (140)
05016 Huntington disease (123)
05017 Spinocerebellar ataxia (58)
05020 Prion disease (107)
05022 Pathways of neurodegeneration - multiple diseases (137)
Substance dependence
05030 Cocaine addiction (5)
05031 Amphetamine addiction (10)
05032 Morphine addiction (5)
05033 Nicotine addiction (1)
05034 Alcoholism (22)
Cardiovascular disease
05417 Lipid and atherosclerosis (27)
05418 Fluid shear stress and atherosclerosis (14)
05410 Hypertrophic cardiomyopathy (4)
05412 Arrhythmogenic right ventricular cardiomyopathy (2)
05414 Dilated cardiomyopathy (3)
05415 Diabetic cardiomyopathy (72)
05416 Viral myocarditis (56)
Endocrine and metabolic disease
04930 Type II diabetes mellitus (6)
04940 Type I diabetes mellitus (2)
04950 Maturity onset diabetes of the young (1)
04936 Alcoholic liver disease (15)
04932 Non-alcoholic fatty liver disease (48)
04931 Insulin resistance (14)
04933 AGE-RAGE signaling pathway in diabetic complications {13)
04934 Cushing syndrome (13)
Drug resistance: antimicrobial
01501 beta-Lactam resistance (1)
01503 Cationic antimicrobial peptide (CAMP) resistance (1)
Drug resistance: antineoplastic
01521 EGFR tyrosine kinase inhibitor resistance (11)
01524 Platinum drug resistance (16)
01523 Antifolate resistance (&)
01522 Endocrine resistance (7)
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KEGG Mapper Reconstruction Result

Pathway (430) Brite (46) Brite Table (7) Module (91)

Show matched objects

Genes and Proteins

Orthologs and modules
ko00001 KEGG Orthology (KO) (3427)
Protein families: metabolism
ko01000 Enzymes (1431)
ko01001 Protein kinases (91)
ko01009 Protein phosphatases and associated proteins (82)
ko01002 Peptidases and inhibitors (116)
ko01003 Glycosyltransferases (41)
ko01005 Lipopolysaccharide biosynthesis proteins (2)
ko01011 Peptidoglycan biosynthesis and degradation proteins (1)
ko01004 Lipid biosynthesis proteins (25)
ko01008 Polyketide biosynthesis proteins (5)
ko01006 Prenyltransferases (14)
ko01007 Amino acid related enzymes (39)
ko00199 Cytochrome P450 (10)
Protein families: genetic information processing
ko03000 Transcription factors (73)
ko03021 Transcription machinery {(156)
ko03019 Messenger RNA biogenesis (179)
ko03041 Spliceosome (147)
ko03011 Ribosome {121)
ko03009 Ribosome biogenesis (213)
ko03016 Transfer RNA biogenesis (122)
ko03012 Translation factors (65)
ko03110 Chaperones and folding catalysts (78)
ko04131 Membrane trafficking (374)
ko04121 Ubiquitin system (140)
ko03051 Proteasome (48)
ko03032 DNA replication proteins (80)
ko03036 Chromosome and associated proteins (302)
ko03400 DNA repair and recombination proteins (159}
ko03029 Mitochondrial biogenesis (191)
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Protein families: signaling and cellular processes
ko02000 Transporters (145)
ko02044 Secretion system (18)
ko02022 Two-component system (6)
ko03037 Cilium and associated proteins (14)
ko04812 Cytoskeleton proteins (75)
ko04147 Exosome (175)
ko02048 Prokaryotic defense system (3)
ko04030 G protein-coupled receptors (2)
ko04040 Ion channels (7)
ko04031 GTP-binding proteins (37)
ko04052 Cytokines and neuropeptides (2)
ko04090 CD molecules (3)
ko00535 Proteoglycans (1)
ko00536 Glycosaminoglycan binding proteins (4)
ko00537 Glycosylphosphatidylinositol (GPI)-anchored proteins (7)
ko04091 Lectins (7)
ko04990 Domain-containing proteins not elsewhere classified (10)



KEGG Mapper Reconstruction Result

Pathway (430) Brite (46) Brite Table (7)

Show matched objects

Annotation guide
br01610 Ribosomal proteins (121)
br01611 RNA polymerases (26)
br01612 DNA polymerases (18)
br01613 Aminoacyl-tRNA synthetases (22)
br0i601 Enzymes of 2-oxocarboxylic acid metabolism (23)
br01620 Photosynthetic and chemosynthetic capacities (1)

Compounds and Reactions

Reaction information
br08203 Glycosyltransferase reactions (39)

Module (91)
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KEGG Mapper Reconstruction Result

Pathway (430) Brite (46) Brite Table (7) Module (91)

View @ complete only Oincluding 1 block missing O including any incomplete

Show matched objects

Pathway modules

Carbohydrate metabolism

Central carbohydrate metabolism
MO00001 Glycolysis (Embden-Meyerhof pathway), glucose => pyruvate (10) (complete 9/9)
M0O0002 Glycolysis, core module involving three-carbon compounds (6) (complete 5/5)
M00003 Gluconeogenesis, oxaloacetate => fructose-6P (8) (complete 7/7)
M0O0307 Pyruvate oxidation, pyruvate => acetyl-CoA (4) (complete 1/1)
M0O0009 Citrate cycle (TCA cycle, Krebs cycle) (15) (complete 8/8)
M00010 Citrate cycle, first carbon oxidation, oxaloacetate => 2-oxoglutarate (4) (complete 3/3)
M00011 Citrate cycle, second carbon oxidation, 2-oxoglutarate => oxaloacetate (11) (complete 5/5)
M0O0004 Pentose phosphate pathway (Pentose phosphate cycle) (9) (complete 6/6)
M00006 Pentose phosphate pathway, oxidative phase, glucose 6P => ribulose 5P (3) (complete 2/2)
M0O0007 Pentose phosphate pathway, non-oxidative phase, fructose 6P => ribose 5P (5) (complete 4/4)
M0O0005 PRPP biosynthesis, ribose 5P => PRPP (1) (complete 1/1)

Other carbohydrate metabolism
MO00630 D-Galacturonate degradation (fungi), D-galacturonate => glycerol (5) (complete 4/4)
MOO0081 Pectin degradation (3) (complete 3/3)
M00632 Galactose degradation, Leloir pathway, galactose => alpha-D-glucose-1P (4) (complete 4/4)
M0O0854 Glycogen biosynthesis, glucose-1P => glycogen/starch (4) (complete 2/2)
M0O0855 Glycogen degradation, glycogen => glucose-6P (3) (complete 3/3)
M00012 Glyoxylate cycle (5) (complete 5/5)

Energy metabolism

Methane metabolism
M00344 Formaldehyde assimilation, xylulose monophosphate pathway (4) (complete 4/4)

Nitrogen metabolism
M00531 Assimilatory nitrate reduction, nitrate => ammonia (2) (complete 2/2)

Sulfur metabolism
M00176 Assimilatory sulfate reduction, sulfate => H2S (5) (complete 3/3)

ATP synthesis
M00143 NADH dehydrogenase (ubiquinone) Fe-S protein/flavoprotein complex, mitochondria (10) (complete 1/1)
M00148 Succinate dehydrogenase (ubiguinone) (4) (complete 1/1)
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Lipid metabolism
Fatty acid metabolism
MQO0082 Fatty acid biosynthesis, initiation (4) (complete 2/2)
MQO0083 Fatty acid biosynthesis, elongation (4) (complete 1/1)
M00415 Fatty acid elongation in endoplasmic reticulum (5) (complete 4/4)
M00086 beta-Oxidation, acyl-CoA synthesis (1) (complete 1/1)
MO0087 beta-Oxidation (5) (complete 3/3)
Sterol biosynthesis
M00102 Ergocalciferol biosynthesis, FPP => ergosterol/ergocalciferol (13) (complete 13/13)
Lipid metabolism
MO00089 Triacylglycerol biosynthesis (7) (complete 4/4)
M0O0098 Acylglycerol degradation (5) (complete 2/2)
M00090 Phosphatidylcholine (PC) biosynthesis, choline => PC (3) (complete 3/3)
M00091 Phosphatidylcholine (PC) biosynthesis, PE => PC (2) (complete 1/1)
M00092 Phosphatidylethanolamine (PE) biosynthesis, ethanolamine => PE (3) (complete 3/3)
MO00093 Phosphatidylethanolamine (PE) biosynthesis, PA => PS => PE (3) (complete 3/3)
M00094 Ceramide biosynthesis (4) (complete 4/4)
M00099 Sphingosine biosynthesis (5) (complete 5/5)
M00100 Sphingosine degradation (2) (complete 2/2)
Nucleotide metabolism
Purine metabolism
M00048 De novo purine biosynthesis, PRPP + glutamine => IMP (8) (complete 8/8)
M00049 Adenine ribonucleotide biosynthesis, IMP => ADPATP (6) (complete 4/4)
MQ0050 Guanine ribonucleotide biosynthesis, IMP => GDP,GTP (4) (complete 4/4)
M00053 Deoxyribonucleotide biosynthesis, ADP/GDP/CDP/UDP => dATP/dGTP/dCTP/dUTP (3) (complete 2/2)
Pyrimidine metabolism
M00051 De novo pyrimidine biosynthesis, glutamine (+ PRPP) => UMP (9) (complete 3/3)
M00052 Pyrimidine ribonucleotide biosynthesis, UMP => UDP/UTP,CDP/CTP (3) (complete 3/3)
Amino acid metabolism
Serine and threonine metabolism
M00020 Serine biosynthesis, glycerate-3P == serine (3) (complete 3/3)
MO00018 Threonine biosynthesis, aspartate => homoserine => threonine (5) (complete 5/5)
M00621 Glycine cleavage system (3) (complete 3/3)
M00555 Betaine biosynthesis, choline => betaine (2) (complete 1/1)
Cysteine and methionine metabolism
MO00338 Cysteine biosynthesis, homocysteine + serine => cysteine (2) (complete 2/2)
MO00017 Methionine biosynthesis, aspartate => homoserine => methionine (7) (complete 7/7)
M00034 Methionine salvage pathway (9) (complete 8/8)
MQO0035 Methionine degradation (4) (complete 4/4)
Branched-chain amino acid metabolism
M00019 Valine/isoleucine biosynthesis, pyruvate => valine / 2-oxobutanoate =2 isoleucine (5) (complete 4/4)
M00570 Isoleucine biosynthesis, threonine => 2-oxobutanoate ==> isoleucine (7) (complete 5/5)
MO0432 Leucine biosynthesis, 2-oxoisovalerate => 2-oxoisocaproate (3) (complete 3/3)
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M00036 Leucine degradation, leucine => acetoacetate + acetyl-CoA (11) (complete 6/6)

Lysine metabolism
M0O0030 Lysine biosynthesis, AAA pathway, 2-oxoglutarate => 2-aminoadipate => lysine (8) (complete 8/8)
M00433 Lysine biosynthesis, 2-oxoglutarate => 2-oxoadipate (4) (complete 3/3)

Arginine and proline metabolism
M00028 Ornithine biosynthesis, glutamate => ornithine (5) (complete 4/4)
M00844 Arginine biosynthesis, ornithine => arginine (3) (complete 3/3)
M00015 Proline biosynthesis, glutamate == proline (3) (complete 2/2)
M00970 Proline degradation, proline => glutamate (2) (complete 1/1)
M00972 Proline metabolism (3) (complete 3/3)

Polyamine biosynthesis
M00134 Polyamine biosynthesis, arginine => ornithine => putrescine (2) (complete 2/2)

Histidine metabolism
M00026 Histidine biosynthesis, PRPP == histidine (8) (complete 6/6)

Aromatic amino acid metabolism
M00022 Shikimate pathway, phosphoenalpyruvate + erythrose-4P => chorismate (6) (complete 4/4)
M00023 Tryptophan biosynthesis, chorismate => tryptophan (5) (complete 3/3)
M00024 Phenylalanine biosynthesis, chorismate => phenylpyruvate => phenylalanine (3) (complete 2/2)
M00025 Tyrosine biosynthesis, chorismate => HPP =2 tyrosine (3) (complete 2/2)

Other amino acid metabolism
M00027 GABA (gamma-Aminobutyrate) shunt (4) (complete 3/3)
M00118 Glutathione biosynthesis, glutamate => glutathione (3) (complete 2/2)

Glycan metabolism

Nucleotide sugar biosynthesis
M00892 UDP-GlcNAc biosynthesis, eukaryotes, Fru-6P => UDP-GIcNAcC (4) (complete 4/4)
M00549 UDP-Glc biosynthesis, Glc == UDP-Glc (3) (complete 3/3)
M00999 UDP-GlcA/GalA biosynthesis, UDP-Glc => UDP-GIcA => UDP-GalA (2) (complete 2/2)
M00554 UDP-Gal biosynthesis, Gal => UDP-Gal (2) (complete 2/2)
M01000 GDP-Man biosynthesis, Fru-6P => GDP-Man (3) (complete 3/3)
M01015 GDP-Man biosynthesis, Man => GDP-Man (3) (complete 2/2)

Glycan biosynthesis
M0O0055 N-glycan precursor biosynthesis (13) (complete 13/13)
M0O0072 N-glycosylation by oligosaccharyltransferase (6) (complete 1/1)

Metabolism of cofactors and vitamins

Cofactor and vitamin metabolism
M00911 Riboflavin biosynthesis, fungi, GTP => riboflavin/FMN/FAD (8) (complete 8/8)
M00916 Pyridoxal-P biosynthesis, R5P + glyceraldehyde-3P + glutamine == pyridoxal-P (2) (complete 1/1)
M00120 Coenzyme A biosynthesis, pantothenate => CoA (5) (complete 3/3)
M00881 Lipoic acid biosynthesis, plants and bacteria, octanoyl-ACP => dihydrolipoyl-E2/H (2) (complete 2/2)
M00126 Tetrahydrofolate biosynthesis, GTP => THF (7) (complete 5/5)
M00880 Molybdenum cofactor biosynthesis, GTP => molybdenum cofactor (6) (complete 3/3)
M00141 C1-unit interconversion, eukaryotes (2) (complete 2/2)
M00868 Heme biosynthesis, animals and fungi, glycine => heme (8) (complete 8/8)

Biosynthesis of terpenoids and polyketides
Terpenoid backbone biosynthesis
M00095 C5 isoprenoid biosynthesis, mevalonate pathway (7) (complete 7/7)
M00367 C10-C20 isoprenoid biosynthesis, non-plant eukaryotes (3) (complete 3/3)
Terpenoid biosynthesis
M00097 Lycopene biosynthesis, geranylgeranyl-PP => lycopene (2) (complete 2/2)
M01042 Neurosporaxanthin biosynthesis, fungi, lycopene => neurosporaxanthin (4) (complete 4/4)

Signature modules

Module set
Metabolic capacity
MQO0615 Nitrate assimilation (1) (complete 2/2)
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