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RESUMEN

La creciente necesidad de encontrar nuevas moléculas que permitan enfrentar
el aumento en la aparicion de bacterias patégenas resistentes a antibiéticos, ha
llevado a la busqueda de nuevas fuentes de compuestos. Ambientes marinos como
el denominado Sulfureto de Humboldt (SH) y sus organismos representan un gran
potencial. En bacterias los genes responsables de la biosintesis, regulacion,
resistencia y transporte de metabolitos se codifican con frecuencia en un tramo
contiguo del genoma, denominado cluster de genes biosintéticos (CGBs). los CGBSs
codifican para enzimas claves en la sintesis de metabolitos secundarios (MSs), como
la policétido sintasa (PKS) y péptido sintetasa no ribosomal (NRPS). La presente
tesis tiene por objetivo identificar CGBs implicados con la biosintesis de MSs de tipo
antibioticos, por medio de herramientas bioinforméticas, en dos genomas bacterianos
del SH. La hipotesis establece que los genomas de Beggiatoa sp. HS y Leptospira
sp., parte de la comunidad del SH, poseen CGBs implicados en biosintesis de MSs
de tipo antibidtico. Para determinar aquello, se aislaron las bacterias, luego se extrajo
y amplificé su ADN, y se secuencié por medio de la plataforma de secuenciacion 454
GS-FLX de Roche. Los genomas de ambas bacterias se reconstruyeron utilizando el
método de ensamblaje de novo y se realizo la anotacién de genes. Como resultado
se obtuvo un genoma de 6,2 Mb para Beggiatoa sp. HS y de 6,8 Mb para Leptospira
sp. Se identificaron 3 CGBs en Beggiatoa sp. HS, dos de cuales estan implicados en
biosintesis de compuestos tipo Terpeno. En Leptospira sp. se identificaron 5 CGBs,
de los cuales, cuatro estarian implicados en la biosintesis de productos tipo PKS. En
consecuencia, ambos genomas mantienen CGBs que podrian conducir a biosintesis

de MSs con interés farmacologico.
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ABSTRACT

The growing need to find new molecules that allow to deal the increase in the
appearance of pathogenic bacteria resistant to antibiotics, has led to the search for
new sources of compounds. Marine environments such as the so-called Humboldt
Sulphide (HS) and their organisms represent great potential. In bacteria the genes
responsible for biosynthesis, regulation, resistance and transport of metabolites are
frequently coded in a contiguous stretch of the genome, called biosynthetic gene
cluster (CGBs). CGBSs encode key enzymes in the synthesis of secondary
metabolites (MSs), such as polyketide synthase (PKS) and non-ribosomal peptide
synthetase (NRPS). The present thesis aims to identify CGBs involved in the
biosynthesis of MSs of the antibiotic type, through bioinformatic tools, in two bacterial
genomes of SH. The hypothesis states that the genomes of Beggiatoa sp. HS and
Leptospira sp., Part of the HS community, have CGBs involved in biosynthesis of
antibiotic-type MSs. To determine that, the bacteria were isolated, then extracted and
amplified their DNA, and sequenced through the 454 GS-FLX sequencing platform.
The genomes of both bacteria were reconstructed using the de novo assembly
method and gene annotation was performed. As a result, a genome of 6.2 Mb on size
was obtained for Beggiatoa sp. HS and 6.8 Mb for Leptospira sp. Three CGBs were
identified in Beggiatoa sp. HS, two of which are involved in biosynthesis of Terpene-
like compounds. In Leptospira sp. 5 CGBs were identified, of which four would be
involved in the biosynthesis of PKS-type products. Consequently, both genomes

maintain CGBs that could lead to biosynthesis of MSs with pharmacological interest.
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I. INTRODUCCION

1. Necesidad de nuevos farmacos

Un fendmeno generalizado en el uso de farmacos es el proceso de
resistencia, que se manifiesta como una disminucion de la afinidad del farmaco por
su blanco terapéutico. La resistencia a farmacos es un proceso acelerado por las
mutaciones del ADN y por mecanismos de transferencia de genes. En efecto, una de
las grandes amenazas hoy en dia es la aparicion de cientos de importantes especies
bacterianas patdgenas resistentes a multiples farmacos (Fernandes, 2015), ejemplo
de ello es el gran interés que ha suscitado la bacteria resistente a methicillin;
Staphylococcus aureus (MRSA) y la emergencia de otras bacterias Gram-negativas
resistentes (Giske et al., 2008). Segun Fernandes (2015), las principales causas de
este problema, son el indiscriminado uso de farmacos en animales y tratamientos de
infecciones humanas, sin previos cultivos de diagnoéstico y pruebas de
susceptibilidad. Esto ha generado una presion selectiva sobre las comunidades
bacterianas, implicando evolucion acelerada, y por tanto un aumento en las tasas de
resistencia a farmacos, lo que tiene un impacto en todos los aspectos de la medicina
moderna y disminuye el rendimiento de muchos tratamientos a infecciones. Lo cual
esta adicionalmente asociado a enormes costos econdmicos (van Duin y Paterson,
2016).

1.1 Productos naturales y organismos marinos como fuente de ellos

Los productos naturales poseen una enorme diversidad estructural, superior a
las bibliotecas de moléculas sintéticas actuales, y contindan inspirando nuevos
descubrimientos en la quimica, biologia y medicina. Estos productos estan
optimizados evolutivamente para actuar de forma similar a farmacos y son

importantes fuentes para el descubrimiento de prometedoras moléculas de tipo



antibiotico (Newman y Cragg, 2012; Shen , 2016).

De acuerdo a la revisiéon publicada por Newman y Cragg (2016) sobre agentes
terapéuticos entre 1981 y 2014, se han aprobado un total de 1.562 nuevos farmacos.
De los cuales, el 67 (4%) corresponden a productos naturales no modificados, 9
(0.06%) a productos naturales botanicos, 320 (21%) a productos naturales
modificados, 162 (10%) a compuestos sintéticos con un farmacoéforo derivado de un
producto natural, y 420 (27%) a compuestos netamente sintéticos. Desde una
perspectiva de sus blancos terapéuticos, 174 estan dirigidos hacia el cancer; siendo
23 (13%) de ellos exclusivamente de origen sintético y el 87% de origen natural,
natural modificado o de inspiracion natural. Por otra parte, de 141 compuestos
antibacterianos registrados hasta el 2014, se consigna que; 112 (80%) tienen un
origen exclusivamente natural, modificado o inspirados en productos naturales y 29
(20%) con un origen exclusivamente sintético. En conclusion, la mayoria de los
farmacos aprobados son de origen natural o inspirados directamente desde

compuestos disponibles en la naturaleza.

Actualmente la mayoria de los farmacos derivados de productos naturales son
de origen terrestre. Debido principalmente a la relativa facilidad de acceso, en
particular a plantas, y siendo las fuentes microbianas especialmente importantes en
el area de antibidticos. Sin embargo, un analisis comparativo de Kong et al. (2010)
demostré que los productos naturales marinos son superiores a los productos
naturales terrestres en términos de novedad quimica. Ademdas, muestran mayor
bioactividad en comparacion con organismos terrestres (Montaser y Luesch, 2011).
Lo cual quedo en evidencia en un andlisis de citotoxicidad preclinica conducido por
el Instituto Nacional del Cancer de Estados Unidos, demostrando que
aproximadamente el 1% de las muestras marinas ensayadas poseen potencial
antitumoral, frente al 0,1% de las muestras terrestres (Munro et al., 1999). Sugiriendo
que los organismos marinos representan una gran y aun inexplorada fuente de

nuevos compuestos naturales (Imhoff et al., 2011; Newman and Cragg, 2016).



Inicialmente las investigaciones en torno al descubrimiento de sustancias
naturales desde organismos marinos fueron dirigidas sobre algas e invertebrados. No
obstante, hoy el foco se ha trasladado hacia los microorganismos (Molinski et al,
2009; Mayer et al., 2010; Xiong et al., 2013; Gerwick y Fenner, 2013; Romano et al.,
2016). La evidencia respecto de la capacidad de sintesis de compuestos por parte de
bacterias marinas ha ido en constante aumento (Debnath et al., 2007; Gulder y
Moore, 2009; Rahman et al, 2010; Li et al. 2013; Machado et al., 2015; Britstein et al.,
2015), y solo entre 1997 y 2008 se han identificado 659 nuevos compuestos.
Originados principalmente a partir de microorganismos pertenecientes a
Actinobacteria (40%), Cianobacteria (33%) y Proteobacteria (12%) (Williams, 2009).
Una muestra de la capacidad que poseen los microorganismos marinos quedd en
evidencia tras la secuenciacién del Actinomiceto Salinispora tropica en el afio 2007,
la cual revel6 que el ~10% de su genoma esta dedicado a la biosintesis de productos
naturales (Udwary et al., 2007). Otros ejemplos de esta capacidad, son el
descubrimiento de cuatro nuevos tipos de compuestos; tres macroélidos citotoxicos
denominados levantilida A, B y C, producidos por cepas de Micromonospora de
aguas profundas (A y B) (Gartner et al., 2011) y del Golfo de Corcovado en Chiloé

(Fei et al., 2013), y Abisomicina C (Figura 1), producida por Verrucosispora matris,

Figura 1. Estructura central del antibidético antitumoral levantilida C y el
antibiético abisomicina C.

La figura del lado izquierdo muestra la estructura del antitumoral levantilida C y la
figura del lado derecho la del antibidtico Abisomicina C. Fuente: Blunt et al., 2015.



una especie de actinomycete recolectada desde sedimentos del mar de Japén (Keller

et al., 2007) y con potente actividad antimicrobiana, en especial contra MRSA.

Estos antecedentes evidencian la gran capacidad que tendrian las bacterias
marinas para producir nuevos compuestos de tipo metabolito secundario (MS), lo que
representa un gran potencial como fuente de nuevas moleculas con interes

formacologico.

2. Cluster de genes codificantes de enzimas implicadas en la biosintesis de

metabolitos secundarios

La diversidad de MSs conocidos incluyen entre sus principales representantes
a compuestos pertenecientes a Policétidos Sintetasas (PKSs), Péptidos Sintetasas
No Ribosomales (NRPSs), terpenos, aminoglucésidos, aminocumarinas,
indolocarbazoles, lantibioticos, bacteriocinas, nucledsidos, betalactamicos,

butirolactonas, sider6foros y melaninas.

En bacterias, la biosintesis, regulacion y transporte de un MSs es controlado
por genes que se codifican en un tramo contiguo del genoma, denominado cllster de
genes biosintético (CGB). Los CGBs que codifican para enzimas implicadas en vias
de generacion de un producto natural, generalmente no son esenciales para el
crecimiento celular en condiciones ideales y representan elementos genéticos
altamente adaptables que evolucionan a través de mutacién genética, duplicacion de
genes, delecién, migracion y reordenamientos del genoma en periodos de deriva
genética y de seleccidon natural (Wink, 2003; Jenke-Kodama et al., 2008; Medema et
al., 2010).



La Figura 2 esquematiza la arquitectura de dos CGBs implicados en la
biosintesis de un compuesto tipo aril polieno en Escherichia coli CFT073 y Vibrio
fischeri ES114. Estos compuestos son muy similares a carotenoides y el CGB que
codifica para las enzimas responsables de su biosintesis estd muy extendido en
todas clase de bacterias (Schoner et al., 2016).

[l coA ligase Il Transport

. Ketosynthase D LolA

. Thioesterase I:l Ammonia lyase

|:| Ketoreductase . Dehydratase
Escherichia coli CFT073, APEg. (c1186 - c1204) [] methyltransferase [ ]acp

. Acyl/glycosyltransferase

Vibrio fischerii ES114, APE; (VF0841 - VF0860)

KD DI S IO

Figura 2. Arquitectura de dos CGBs implicados en la biosintesis de un
compuesto tipo aril polieno en Escherichia coli CFT073 y Vibrio fischeri ES114.
Los segmentos coloreados representan genes biosintéticos, como Ceto Sintasa
(azul), genes de transporte (negro) o genes desconocidos (gris). Fuente:

Cimermancic et al., 2014.

Generalmente los MSs comprenden diversas fracciones quimicas, tales como
cadenas principales de policétidos, derivados de aminoacidos y azulcares. Las
principales enzimas implicadas en biosintesis de MSs son la policétido sintasa (PKS),
la cual puede ser multimodular (tipo I) y con multiples dominios activos, y la péptido
sintetasa no ribosomal (NRPS). Las enzimas responsables de la sintesis de otros
compuestos constitutivos, tales como azucares, generalmente son codificados por
genes adyacentes a los genes que codifican para PKSs/NRPSs. A través de eventos
como; glicosilacion, alquilacién y oxidacién, se generan diversos y complejos
metabolitos. Ademas, la produccion y transporte de MSs estd estrictamente

controlado por reguladores transcripcionales (Park et al., 2010). Como resultado,



todo el conjunto de genes responsables de la biosintesis de un MS esta codificado

en un gran grupo de genes que puede abarcar desde 10 hasta 100 Kb.

Los MSs se ensamblan secuencialmente a partir de bloques simples tales
como acil-CoA y aminoacidos cuya extensién es catalizada por un conjunto de
dominios funcionales, los que colectivamente se denominan moédulos, codificados en
un PKS/NRPS. Habitualmente en una PKS funcionan como minimo, un dominio ceto
sintasa (KS), proteina portadora de acilo (ACP) y aciltransferasa (AT) (Ichikawa et al.,
2013).

La Figura 3 muestra 6 sucesivos modulos PKSs tipo | que actdan
sucesivamente en la elongacion, procesamiento y terminacion de una cadena de
policétido. Estos modulos estan constituidos por diferentes dominios
(representaciones esféricas coloreadas) en 4 enzimas PKS tipo I, y que en conjunto
generan el antibiético denominado Picromicina, el cual fue el primer antibidtico
macrélido conocido y recientemente sintetizado en su totalidad (Kang, 2012). Por
otra parte, las NRPSs son enzimas multimodulares que ensamblan péptidos
bioactivos a través de un mecanismo de tiotemplado (Ichikawa et al., 2013). Un
NRPS puede integrar aminodcidos proteinogénicos, asi como aminoacidos no
proteinogénicos en la cadena en crecimiento, lo que contribuye a la diversidad
estructural y estan relacionadas con la generacion de antibidticos como penicilina y
vancomicina, y anticancerigenos como bleomicina. Estructuralmente en un NRPS
existen modulos con al menos un dominio funcional de condensacién (C),
adenilacion (A) y dominios de proteina portadora de peptidil (PCP) (Tambadou et al.,
2014).

La especificidad para cada aminoacido iniciador/extensor se determina por los
residuos activos en el dominio A, y los aminoacidos cargados se modifican por
dominios opcionales, tales como metiltransferasa, epimerizacion y dominios
reductasa (Stachelhaus et al., 1999).
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Figura 3. PKS multimodular tipo | implicado en la biosintesis del antibiético
picromicina.

Las flechas grises representan enzimas multimodulares PKS tipo | (PIKAI-IV). Las
esferas representan dominios; ceto sintasa (KS), aciltransferasa (AT), proteina
transportadora de acilo (ACP), ceto reductasa (KR), deshidrogenasa (DH), enall
reductasa (ER) y tioesterasa (TE) contenidas dentro de los 6 médulos. 10-dml y nbl
son productos policétidos entregados por el médulo 5 y 6, respectivamente. El ovalo
azul contiene el detalle del docking del modulo multidominio 5, derivado de PIKAIII.
Fuente: Dutta et al., 2014.



En consecuencia, la identificacion de genes que codifican para dominios
esenciales de enzimas PKSs, NRPSs, ademas de aquellas implicadas en biosintesis
de compuestos como terpenos, es fundamental en la blusqueda e identificacion de
CGB:s.

3. Secuenciacién de nueva generacion y descubrimiento de nuevos farmacos

3.1 Secuenciacion de nueva generacion

La secuenciacion de nueva generacion, mayormente conocida bajo el
acronimo en inglés de NGS (Next Generation Sequencing), busca obtener el orden
exacto de ocurrencia de nucleotidos en una cadena de ADN y hace referencia a los
avances tecnoldgicos en la instrumentacion de secuenciacion de ADN (Raza y
Ahmad, 2016). El primer método estandar de secuenciacion se consiguié en 1975
por Edward Sanger, denominado secuenciacion Sanger, con el cual
aproximadamente 30 afios mas tarde, se produjo el primer gran avance en el campo
de la secuenciacion con la conclusion del Proyecto Genoma Humano en el afio 2003,

el cual dur6 13 afios y costd aproximadamente 3 billones de dolares.

En términos generales la tecnologia de NGS extiende la metodologia de
Sanger a un método masivo y en paralelo, ademas de reducir constantemente su
costo (Goodwin et al., 2016). Es por ello que el advenimiento de estas tecnologias ha
traido una revolucion en éareas tales como la ecologia microbiana, medicina,
medioambiente, agricultura, alimentos, tecnologia, etc. Ademas, con aplicaciones
variadas que incluyen el descubrimiento de patdgenos, analisis de metagenomas,
microbiomas, perfiles transcriptomicos, diagnéstico de enfermedades infecciosas,
etc. (Chiu y Miller, 2016).

El primer sistema NGS de segunda generacion disponible fue la plataforma de



secuenciacion por pirosecuenciacion 454 de Roche (Ronaghi, 2001). Luego
emergieron sistemas que incluyen a lllumina (derivado del sistema conocido como
Solexa) HiSeq/MiSeq/NextSeq, ABI SOLID y Life Technologies lon Torrent (Chiu y
Miller, 2016). Sin embargo, hoy en dia se estan desarrollando tecnologias NGS
denominadas de “tercera generacién” o Single-molecule real-time long reads, tales
como Pacific BioSciences RS Il (secuencias de ~20 Kb) y Oxford Nanopore MK 1
MinlON (Secuencias de hasta 200 Kb) (Goodwin et al., 2016).

El tipo de técnicas y tecnologias descritas anteriormente, son fundamentales
en proyectos relacionados con la busqueda de CGBs implicados en biosintesis de
MSs, utilizando métodos bioinformaticos. El tipo de tecnologia en particular,
dependera de los objetivos concretos del proyecto. Como podria ser la secuenciacion
de un genoma bacteriano completo, con el fin de identificar genes de interés.

3.2 Proyecto de secuenciacion de genoma bacteriano completo

La secuenciacion de un genoma bacteriano completo, incluye la
secuenciacion de su cromosoma y plasmidos en un mismo momento, con la finalidad
de determinar variabilidad genética o genes de interés, entre otros objetivos. La
irrupcion de tecnologias NGS, su constante reduccién en costos y aumento en
velocidad de secuenciacién, ha dado paso a un gran aumento en el niumero de
genomas bacterianos depositados en las bases datos, ya sean borradores de
genomas, tambien denominados drafts (genomas fragmentados), o0 genomas
finiquitados (genoma sin fragmentacion). En consecuencia, el numero de genomas
bacterianos depositados en GenBank hasta el afio 2015 alcanzan a 31.252
genomas. Siendo el filo Proteobacteria el que cuenta con el mayor nimero de
genomas secuenciados (14.268 genomas) seguido por Firmicutes (9.628 genomas) y
Actinobacteria (4.059 genomas) (Land et al., 2015).



La Figura 4 detalla el flujo general de trabajo de un proyecto de secuenciacién
de un genoma bacteriano completo y aislado directamente desde el ambiente.
Comenzando por la toma de muestras, seguido del trabajo de laboratorio, incluyendo
la extraccion y fragmentaciéon del ADN, preparacion de las bibliotecas y la
secuenciacion de estas con alguna plataforma adecuada, segun sea el propdsito del
proyecto. Luego, por medio de técnicas bioinformaticas se controla la calidad de
secuenciacion, se filtran y remueven bases y lecturas no deseadas, todo ello con el
objetivo de reconstruir el genoma de la forma mas precisa posible, tanto por
ensamblaje de novo (reconstruccion del genoma sin un genoma de referencia) o
mapeamiento (reconstruccion usando un genoma como referencia) (Zerbino et al.,
2009; Miller, 2010; Compeau et al., 2011). Finalmente, se realiza la prediccion de
genes (Anotacion) utilizando bases de datos disponibles, permitiendo identificar
genes de interés si fuera el propaosito.
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Figura 4. Flujo de trabajo general de un proyecto de secuenciacion de un

genoma bacteriano completo.
El esquema considera desde la toma de muestras ambientales, hasta el analisis

bioinformético que permitira identificar genes de interés. Fuente: Elaboracion propia.
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3.3 Mineria de datos de Metabolitos secundarios

La mineria de datos, hace referencia a la determinacion de patrones y
extraccién de conocimientos desde grandes cantidades de datos. En este contexto el
descubrimiento de MSs esté estrechamente ligada al desarrollo de tecnologias NGS
y la eficacia en la identificacion in silico de objetivos prometedores dentro de los
genomas Y la gran cantidad de datos de secuencias disponibles. En consecuencia, el
continuo y creciente flujo de secuenciacién de genomas microbianos ha revelado un
potencial biosintético de diversos y nuevos MSs, mucho mayor del que se habia
pensado (Winter et al., 2011; Zotchev et al., 2012; Weber y King, 2016).

Las estrategias bioinformaticas para el descubrimiento de CGBs implicados en
biosintesis de productos naturales y en particular de antibiéticos se centran en gran
medida en busquedas basadas en homologia (Fedorova et al., 2012). Por otra parte,
a pesar del éxito de las estrategias de bioensayo, basadas en el cultivo tradicional
para descubrir nuevos productos naturales, los analisis genéticos han revelado que
estos enfoques han proporcionado acceso a s6lo una pequefia fraccion de la
capacidad biosintética codificada en genomas microbianos, y ha quedado en
evidencia que la mayoria de las vias biosintéticas no siempre se expresan en
condiciones de laboratorio, pasando por alto los productos de estas vias. Ademas,
solo una pequefia fraccién de microorganismos son cultivables, ~1% (Weber y King,
2016). Es por ello que la mineria gendmica busca explotar el potencial oculto de las

rutas biosintéticas.

Como se ha mencionado anteriormente, genes de interés corresponden a
menudo a aquellos que codifican para enzimas PKSs/NRPSs, los cuales son clave
en la sintesis de antibidticos y agentes antitumorales (Zazopoulos et al., 2003). Un
ejemplo de prediccion de MSs por medio de mineria de datos gendmicos fue el
descubrimiento de salinosporamida K (Reed et al., 2007), asi como también la

amplificacion de un fragmento de gen pks, identificado en una cepa de
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Pseudomonas sp. asociada a una esponja marina, el cual género Mupirocina (Imhoff
et al., 2011) y la sintesis del antibiotico ECO-050, desde la bacteria Amycolatopsis
orientalis (Banskota et al., 2006). En consecuencia, la identificacion de genes
codificantes de enzimas implicadas en biosintesis de MSs, por medio de métodos
computacionales, puede ser utilizada para dirigir un enfoque de preseleccion en el
aislamiento de microorganismos que probablemente sean capaces de producir algun
MS (Schneemann et al., 2010).

La anotacion estructural y funcional de un genoma es un paso esencial para la
identificacion de CGBs relacionados con biosintesis de algun tipo de MS. Fedorova y
colaboradores (2012) entrega una buena descripcion de herramientas disponibles en
la identificacibn de CGBs, y mas recientemente Weber y Kim (2016) han realizado
una revision actualizada de herramientas y portales bioinformaticos que asisten en la
tareas de busqueda, identificacion y caracterizacion de CGBs. En este contexto se
han desarrollado diversas herramientas con enfoques basados en busqueda
especifica de secuencias de enzimas o dominios, tales como; antiSMASH (Weber et
al. 2015), el cual es uno de los programas mas populares y precisos para la
identificacion de un amplio rango de CGBs implicados en biosintesis de compuestos
de tipo MS. También existen alternativas como CLUSEAN (Weber et al., 2009)
(incluido en antiSMASH 3.0), capaz de predecir dominios, prediccion de genes y
prediccién de especificidad de substrato de los posibles CGBs.

Complementariamente existen algunas bases de datos relacionadas con vias
metabodlicas como KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) (Kanehisa y
Goto, 2000) (http://www.kegg.jp/) y DoBISCUIT (Database of BloSynthesis clusters
CUrated and InTegrated) (http://www.bio.nite.go.jp/pks/) (Ichikawa et al., 2013), la

cual es una base de datos curada y actualizada de informacién sobre CGBs
implicados en vias metabdlicas de biosintesis de MSs, que ademas proporciona
descripciones estandarizadas de gen/médulo y dominios relacionados con grupos de

genes especializados desde bacterias (Ichikawa et al., 2013).
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De esta manera, la mineria de datos gendmicos ha impactado positivamente
en la explotacion biotecnoldgica de la microbiota, provocando un creciente interés en

el desarrollo de este enfoque en la investigacion de productos naturales.

4. Bacterias Beggiatoa sp. HS y Leptospira sp. como potenciales fuentes de

nuevos Metabolitos secundarios

En este contexto de necesidad de nuevas fuentes de MSs de tipo antibiotico,
la comunidad bacteriana del denominado “Sulfureto de Humboldt” (SH) frente a las
costas centro-norte de Chile (Gallardo et al., 2013a) posee un potencial enorme, aun
por explorar. Un Sulfureto esta definido por una biota benténica principalmente
microbiana, en la cual el principal factor modelador de la estructura comunitaria es el
alto nivel de hidrégeno sulfurado, ante la presencia limitada o total ausencia de

oxigeno disuelto (Baas-Becking, 1925).

Grandes bacterias sulfuro-oxidantes de los géneros; Candidatus Thioploca y
Candidatus Beggiatoa pueblan los sedimentos del SH, frente a Chile central
(Gallardo, 1977; Schulz et al, 2001; Salman et al., 2011). Las cuales pueden utilizar

nitrato u oxigeno para oxidar el sulfuro acumulado de manera intracelular.

Desde que se demostré que el metabolismo en base al azufre tiene una data
aproximada de 3,5 mil millones de afios, y que aun se mantiene en zonas en las
cuales las condiciones ambientales lo permiten, tal como en el SH, es que se piensa
que probablemente la comunidad bacteriana de este sulfureto podria existir desde
siempre en los océanos del planeta (Gallardo et al 2013b). Similitudes morfologicas
consistentes entre fésiles del Arcaico y macro-megabacterias filamentosas del SH

respaldan esta proposicion (Schopf, 2006; Schopf et al., 2015).

MuBmann et al. (2007) descubrieron que filamentos de Ca. Beggiatoa sp.
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recolectados desde sedimentos de la bahia de Eckernférde (Alemania),
probablemente albergan el potencial para sintetizar MSs. En efecto, se identificaron
numerosos genes que codifican para NRPSs y PKSs. Derivados de estos PKSs
poseian alta similitud con proteinas implicadas en sintesis de toxinas y antibiéticos.
Por otra parte, recientemente desde una forma dominante del SH, “Ca. Thioploca
araucae” (Salman et al., 2011) se aislo un nuevo macrélido bioactivo denominado
"Macplocimina A" (Li et al., 2013), el cual es una molécula estructuralmente cercana

a lactonas del acido resorcilico.

Ademas de las grandes bacterias filamentosas anteriormente mencionadas,
otros tipos bacterianos, tales como Spirocheta, forman parte de la comunidad del SH.
Filo que tiene representantes en ambiente marinos descubiertos recientemente, tal
como Spirochaeta lutea sp. Nov, aislada desde muestras marinas cerca de India
(Shivani et al., 2015). Por otra parte, se ha registrado la presencia de genes
codificantes de enzimas relacionadas con sintesis de MSs en este filo (Abt et al.,
2012). No obstante, los registros en la literatura aun son escasos. Ademas, el
conocimiento de la comunidad bacteriana del SH es limitado, aunque resultados

previos indican una diversidad enorme.

El presente trabajo de tesis tiene como objetivo la identificacion de CGBs
implicados con la biosintesis de MSs de tipo antibidtico, por medio de herramientas
bioinformaticas, en dos genomas bacterianos aislados directamente desde los
sedimentos anoxicos del SH. Bacterias aqui identificados como Beggiatoa sp. HS y

Leptospira sp. (Perteneciente al filo Spirochaeta).
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5. Hipétesis

Las bacterias Beggiatoa sp. HS y Leptospira sp., parte de la comunidad del
SH, poseen CGBs implicados en la biosintesis de MSs de tipo antibidtico, los cuales
pueden ser identificados mediante analisis de secuencias por métodos

computacionales.

6. Objetivo general

Identificar por medio de métodos computacionales de andlisis de secuencias

la presencia de CGBs implicados en vias metabdlicas de biosintesis de MSs de tipo

antibiotico, en los genomas de Beggiatoa sp. HS y Leptospira sp.

7. Objetivos especificos

1) Analizar y pre-procesar las lecturas de ADN gendmico generadas por

secuenciacion de alto rendimiento en la plataforma de secuenciacion 454 GS-FLX de

Roche.

2) Reconstruir los genomas de Beggiatoa sp. HS y Leptospira sp., utilizando la

estrategia de ensamblaje de novo.
3) Realizar la anotacién funcional y estructural de los genomas de Beggiatoa sp. HS

y Leptospira sp., con especial atencion en la identificacion CGBs relacionados en

biosintesis de MSs de tipo antibiotico.
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1. Toma de muestras

Il. MATERIALES Y METODOS

La toma de muestras se llevo a cabo el 13 de diciembre de 2008 en el punto

de muestreo denominado Estacién 7 (lat. -36.64, Long. -73,04), situado en la boca de

la Bahia de Concepcion (Chile central), a 35 m de profundidad (Figura 1). Las

muestras de sedimento se tomaron a bordo de la embarcacion R/L "Otilia" de 8,2 my

motor-Whale, utilizando un dispositivo de toma muestras tipo mono-corer, que consta

de un tubo de plexiglas de 1 m de largo y 5 cm de diametro.
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Figura 5. Locacién desde donde se aislaron las bacterias

Leptospira sp.

Beggiatoa sp. HS y

El punto de muestreo denominado Estacion 7, esta ubicado en la boca de la bahia de

Concepcion a 35 m de profundidad. Fuente: Elaboracion propia.
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2. Micromanipulacién de las bacterias, amplificacién y secuenciaciéon del ADN

La aislacién por micromanipulacion y amplificacion del ADN de las bacterias
seleccionados se realiz6 siguiendo el método de Ishoey (2008), el cual consiste en la
amplificacion del ADN, con el objetivo de obtener la cantidad de microgramos de
ADN requerido como molde, a partir de una Unica bacteria, mediante un método
denominado amplificaciéon de desplazamiento multiple (MDA) (Shoaib et al., 2008).
Se aislaron siete filamentos individuales de Beggiatoa sp. HS (Figura 2) y uno de tipo
Spirochaeta (Leptospira sp.). Microcapilares de aproximadamente 10 pm fueron

utilizados para los aislamientos.

Figura 6. Microfotografia de un filamento de Beggiatoa sp. HS.
Filamento de la macrobacteria Beggiatoa sp. HS de 1,17 um de didmetro

denominado MDAL1. Fuente: Elaboracion propia.

Luego del aislamiento por micromanipulacion, los filamentos se transfirieron a
0.5 pL o0 1 pl de PBS estéril en un tubo de PCR de 200 pL para la amplificacion de
todo el genoma. La amplificacién se realizé usando el kit de GenomiPhi HY (GE

Healthcare) por el método de lisis alcalina y se termin6 después de 6 horas a 30° C.

18



Los productos del WGA se diluyeron 2 veces en tampon TE (almacenado a -20° C) y
una dilucién de 20 veces se preparé como solucion de trabajo para el analisis de
PCR vy la cuantificacion. La pureza del ADN amplificado fue examinado por
PCR/secuenciacion del gen 16S de ARNr utilizando cebadores universales (Figura
7).
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Figura 7. Productos de la amplificaciéon del gen 16S de ADNr y del genoma
completo de 7 filamentos bacterianos aislados (MDA 1-7).

La parte superior de la figura muestra los productos de la amplificacién del gen 16S
de ARNr de los filamentos bacterianos micromanipulados MDAl a MDA 7. La parte
inferior de la figura muestra los productos de la amplificacion total del genoma (WGA)
de los filamentos MDA1 a MDA 7 y el control sin molde (NTC). Todos los productos

se visualizaron por electroforesis en gel de agarosa. Fuente: Elaboracién propia.

El andlisis de las secuencias de 16S de ADN de Beggiatoa sp. HS y
Leptospira sp. (MDA-010709), a través de la base de datos RDP Il (Ribosomal
Database Project, RDP Il) y del valor de S_ab_score, el cual es el porcentaje de 7-
oligbmeros compartido entre dos secuencias (Tabla 1), se confirmé que MDAL,
MDAZ2 y MDAGS contenian especies idénticas. Esto En consecuencia, MDAl y MDA2
fueron seleccionados para andlisis de genoma mediante la secuenciacién de

bibliotecas mate-pair con un tamafio de inserto de 3 kb y MDA5 para analisis de
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biblioteca single-end, al igual que para el material amplificado de MDA-010709
(Leptospira sp.), a traves de la plataforma de secuenciaciéon 454 GS-FLX de Roche.
La micromanipulacion de filamentos, amplificacion y secuenciacion del ADN se

realizd en Synthetic Genomics, Inc., La Jolla, CA, EE.UU.

Tabla 1. Identificacién preliminar de Beggiatoa sp. HS y Leptospira sp., por
medio de la funcién SeqMatch (Ribosomal Database Project, RDP ll), utilizando
el gen de ARNr 16S.

Fecha Query S ab score Nombre de secuencia (RDP
nombre - SeqMatch to cultured isolates)

Beggiatoa sp. MS-81- .
12/08/08 MDA1 0,615 1c:AF1102276 Gammaproteobacterium
Beggiatoa sp. MS-81- .
12/08/08 MDA2 0,617 1c:AF1102276 Gammaproteobacterium
Maorithyas hadalis gill
12/08/08 MDA3 0,797 thioautotrophic symbiont II; Gammaproteobacterium
AB188780
Beggiatoa sp. MS-81- .
12/08/08 MDAS5 0,613 1c:AF1102276 Gammaproteobacterium
Desulfonema magnum (T); .
12/08/08| MDAG6Nnp 0,615 DSM2077 Deltaproteobacterium
i Leptospira genom osp. 1 serovar .
01/07/09 | MDA-010709 0,542 Sichuan: 79601: ATCC 700521 Spirochaetes

Fuente: Elaboracion propia.

3. Pre-proceso de lecturas

El control de calidad de las secuencias se realizo a través de la herramienta

FastQC Version 0.11.2 (www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/), la que

proporciona una manera rapida y facil de verificar la calidad de las secuencias en

bruto (tras la secuenciacién) y monitorear el avance del tratamiento de las lecturas
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(pre-proceso), a través de un conjunto modular de utilidades. Entre los principales
esta el médulo de puntaje de calidad de secuenciacion, el que brinda una vision
general de la gama de valores de calidad de todas las bases en cada posicion de las
lecturas. La calidad de secuenciacién es valorada segun la denominada escala de
Phred o Q, normalmente expresada en coédigo ASCII, el cual representa la
probabilidad de que una base determinada haya sido errbneamente asignada y se

representa por un namero entero.

Si P es la probabilidad de error, entonces:

P = Q-10/10

Q =-101og10 (P)

Este médulo se reporta como fallido si el cuartil inferior para cualquier base es
menor que 5 o si la mediana para cualquier base es inferior a 20. Otro médulo de
gran importancia es el contenido de bases por posicion. El cual evalta la
aleatoriedad en la distribucion de los cuatro nucledtidos de ADN a través de las

secuencias.

La ejecucion del tratamiento de lecturas en bruto se llevé a cabo en primer
término con el subprograma SffTOCA del programa de ensamblaje Celera (Myers et
al., 2000). El cual permitié la remocioén de secuencias de adaptadores, lecturas con
baja calidad, cortas (lecturas < 60 pb) y duplicaciones. Ademas, detecto el linker de
las secuencias mate-pair, escindiendo estas en dos (Las secuencias tipo mate-pair
de 454 estan contenidas en una sola secuencia unidas por un linker de ~20 pb) y
agregando un flag en ellas para su reconocimiento posterior. Por udltimo, se
transformaron las secuencias desde el formato de salida nativo de la plataforma 454
GS-FLX de Roche (sff - Standard Flowgram Format) al formato fastq y fragment (frg),

el cual es el formato particular de entrada que sa Celera. sffToCA se ejecuto6 por
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medio de linea de comandos, sobre las secuencias mate-pair, de la siguiente forma:

$ sffToCA -insertsize 3000 300 -library nombre_biblioteca -trim chop -clear 454

-linker flx -out nombre_salida.frg input_archivo.sff

insertsize = Tamano de Inserto y desviacion en pb de las bibliotecas mate-pair
originales.

trim chop = Remueve secuencias que estan fuera de rango (Ejemplo linker)

clear 454 = Declara que el rango a “aclarar” es de tipo 454.

linker fIx = Detecta especificamente el linker flx: “GTTGGAACCGAAAGGGTT
TGATATTCAAACCCTTTCGGTTCCAAC".

out = Prefijo que se utilizara para los archivos de salida (fastq y frg).

Los archivos single-end fueron tratados de la misma forma, excepto que no se
utilizan las opciones de tamafio de inserto (-insertsize) ni tipo de linker (-linker).
Posteriormente, cuando fue necesario se filtraron y cortaron las bases y secuencias
gue mantuvieron un indice de calidad Phred (Ewing y Green, 1998) menor o igual a

30 utilizando el software Prinseq-lite (http://prinseg.sourceforge.net/). De esta forma,

en los casos requeridos se prepar6 Prinseq-lite para filtrar por calidad las secuencias
con una media menor a 30 (min_qual_mean = 30) y de ser requerido se cortaron los

extremos 3' 0 5" (entre 5 — 20 pb).

4. Ensamblaje de los genomas de Beggiatoa sp. HS y Leptospira sp.

Un ensamblaje es una estructura de datos jerarquica que asigna datos de

secuencia a una reconstruccion. Generando una secuencia consenso a partir de las

lecturas que solapan entre ellas, denominada contig. Luego estos contigs se pueden

ordenar y unir dentro de super estructuras denominadas scaffolds (Miller et al. 2010).
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La reconstruccién de los genomas de Beggiatoa sp. HS y Leptospira sp. se
llevé a cabo utilizando la aproximacién bioinforméatica denominada ensamblaje de
novo. El cual es un proceso de fusion y superposicidbn de secuencias contiguas,
basado en la metodologia; OLC (overlap layout consensus). El ensamblaje del
genoma de Beggiatoa sp. HS y de Leptospira sp. se realizaron utilizando como
entrada las bibliotecas de lecturas ya tratadas; Beggiatoa V1 (single-end),
Beggiatoa_V2 (mate-pair) y Beggiatoa_V3 (single-end), y Leptospira (single-end), a
través de las herramientas de ensamblaje de novo; Celera (Myers et al., 2000),
Newbler y MIRA (Chevreux et al., 1999).

4.1 Ensamblaje de novo con Celera

Celera es una herramienta modular de ensamblaje de novo, la cual utiliza el
subprograma runCA para ejecutar el ensamblaje, el que ademas y por defecto posee
ciertos filtros tales como remover adaptadores de tipo 454 (merTrim), identificar
secuencias duplicadas y mate-pairs, detectar secuencias quiméricas por
comparacion con otras y no considera los fragmentos menores a 64 pb. El dltimo
modulo de Celera realiza la union de contigs dentro de scaffolds (scaffolding) y cierra

contigs dentro de ellos (cierre de gaps).
La linea de comandos ejecutada en terminal y el archivo de configuracion
(Contiene instrucciones para llevar a cabo el ensamblaje) utilizado para el

ensamblaje del genoma de Beggiatoa sp. HS fue el siguiente:

$ runCA -p Beggiatoa -d Beggiatoa-Bogart -s Beggiatoa.spec unitigger=bogart
Beggiatoa.frg

-p = Prefijo que llevaran los archivos de salida.

-d = Directorio en el que se alojaran los archivos de salida.
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-s = Archivo de configuracion para ejecutar el ensamblaje (Beggiatoa.spec).

unitigger = método para construir las graficas de overlaping durante el ensamblaje.
El archivo de configuracion (Beggiatoa.spec) utilizado en el ensamblaje de
Beggiatoa sp. HS con runCA (Celera) se muestas en el anexo 1.
4.2 Ensamblaje de novo con Newbler
El segundo programa utilizado fue Newbler, usando como entrada las
bibliotecas preprocesadas de Beggiatoa sp. HS y Leptospira sp. Newbler se ejecutd
por medio de la interfaz grafica que posee, y las opciones activadas en todos los

casos fueron las siguientes:

vt trimmingFile.fasta = Cortar colas polyA desde el comienzo y final de las

secuencias (Ademas de adaptadores si los hubieran).

a NUM = Largo minimo de contig a construir, por defecto: 100.

I num = Tamafio minimo de contig considerado como “largos”, por defecto: 500

Newbler entrega como salida el ensamblaje a nivel de contigs y de scaffolds al

igual que Celera, valiéndose de la informacion de distancia de las secuencias mate-

pair identificadas, para construir los scaffolds (super estructuras compuesta por

fusion de contigs ordenados).
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4.3 Ensamblaje de novo con MIRA

El tercer programa utilizado para llevar a cabo la reconstruccion de los
genomas de Beggiatoa sp. HS y Leptospira sp. se realiz6 a través de la herramienta
de ensamblaje de novo MIRA version 4.0.2. La cual utilizd6 como entrada las
secuencias previamente tratadas (pre-procesadas). Las cuales fueron extraidas
utilizando el script sff_extract 0.3.0.py. desde los archivos nativos. MIRA entrega el
ensamblaje del genoma solo a nivel de contigs y no es capaz de hacer scaffolding
por si mismo. La linea de ejecucion en la terminal y el archivo de configuracion
(manifest file) con las instrucciones para el ensamblaje de las bibliotecas de

Beggiatoa sp. HS con MIRA fue la siguiente:

$ mira manifiesto_beggiatoa.conf >&proj.log

Archivo de configuracion para ensamblar genoma de Beggiatoa sp. HS se
muestra en el anexo 2. El archivo de configuracion para ejecutar el ensamblaje de la
biblioteca de Leptospira sp. fue idéntico al de Beggiatoa sp. HS excepto por la

definicion del tipo de data.

5. Conciliacion de ensamblajes de novo utilizando el software CISA

Tras los ensamblajes con los tres programas mencionados anteriormente, se
evalu6 la calidad de las reconstrucciones generadas por cada uno de ellos,
evaluando el estadistico denominado N50, el cual se define como el tamafio de
contig o scaffold minimo en el que esta contenido el 50% de las bases del genoma
obtenido y es el estadistico mas utilizado para describir la calidad de un genoma
reconstruido, tanto a nivel de contigs como scaffolds. Ademas, se evalu6 el tamafio
méaximo y medio de los contigs y scaffolds. Por ultimo, se considera el numero de

contigs y scaffolds obtenidos, asi como el nivel de GC.
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Con el objetivo de mejorar las métricas de ensamblaje para cada organismo,
principalmente el N50, Tamafio maximo de contig, tamafio medio de contigs y
namero de contigs se procedio a conciliar los contigs generados por Celera, Newbler
y MIRA, tanto para Beggiatoa sp. HS como para Leptospira sp. Este proceso se
realizo con la herramienta de conciliacibn de ensamblajes llamada CISA
(http://sb.nhri.org.tw/CISA/en/CISA).

Como el resultado de ensamblaje tanto para el genoma de Beggiatoa sp. HS
como para Leptospira sp. fue rendido por Celera. Se utiliz6 este como base para la
conciliacion de los ensamblajes (considerando contigs > 1.000 pb) y una version mas
exigente para Newbler y MIRA, considerando contigs > 2.000 pb, de forma de reducir

el desmedido tamafio de los genoma generados y el nimero de contigs.

CISA debe generar nuevos archivos de los ensamblajes y adecuarlos para la
union, lo cual realiza con el subprograma Merge.py, indexando y generando un
archivo con los ensamblajes de contigs utilizados. La linea de instruccién en terminal
utilizada para el programa en conjunto con el archivo de configuracion se ejecuto de

la siguiente forma:

$ python Merge.py Merge_Leptospira.config

Donde Merge_Leptospira.config establece:

count =3

data = Newbler_2000.fa,title=Contig_m1
data = Spiro_celera.fasta,titte=Contig_m2
data = Mira_2000.fa,titte=Contig_m3
Master_file = Contigs_merge.fa
min_length = 100

Gap =11
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El archivo de configuracion indica el numero de ensamblajes a unir (count),
ensamblajes a nivel de contigs a unir (data), el archivo de salida (Contigs_merge.fa),
un minimo de tamafio de contig a considerar en la unién (min_length) y el nivel de
gap tolerado (Gap - divide los ensamblajes en contigs si encuentra >10 Ns). Luego
de generar el archivo con los ensamblajes a unir, se ejecutd la unién de ellos
utilizando el programa CISA.py y el archivo de configuracion, como se indica a

continuacion:

$ python CISA.py Leptospira_cisa.config

Archivo de configuracién (Leptospira_cisa.config):

genome = 6700000 # Tamafio de genoma esperado

infile = Contigs_merge_1.fa # Archivo generado por Merge.py
R2_Gap = 0.95 # Umbral utilizado en la fase 2 de CISA

outfile = CISA_beggiatoa.fa # Nombre de archivo de salida
nucmer = /home/alfon/Documentos/MUMmer3.23/nucmer
R2_Gap =0.95

CISA = /home/alfon/CISA1.3

makeblastdb = /usr/bin/makeblastdb

blastn = /usr/bin/blastn

Este proceso generd un archivo en formato fasta con contigs, producto de la

conciliacion de los ensamblajes ensayados con Celera, Newbler y MIRA.

6. Scaffolding de los contigs unidos con el software CISA

El scaffolding consiste en utilizar la informacion de distancia entre las

secuencias mate-pair para ordenar y orientar los contigs dentro de scaffolds.
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CISA recibe y genera el resultado en contigs, por tanto, el resultado obtenido
en primera instancia en cuanto a métricas es potencialmente mejorable, si se llevan
los contigs al nivel estructural de scaffolds. Por otra parte, Celera y Newbler tienen la
capacidad de realizar scaffolding por si mismos. Lo que implica un nivel de
organizacion superior, el cual es configurado por contigs ordenados y orientados. Por
lo tanto las métricas de ensamblaje a nivel de scaffold son potencialmente superiores
qgue el nivel de contigs, dependiendo de la eficiencia del scaffolding, ya que la fusion
de contigs genera estructuras de mayor tamafo, lo que conlleva a un aumento en el
N50, una disminucién en la fragmentacién y probablemente un aumento en las

restantes métricas.

En consecuencia, se procedi6 a realizar el scaffolding de los contigs
generados por CISA producto de la conciliacion de los ensamblajes de Beggiatoa sp.
HS y evaluar una posible mejora en las métricas con respecto al resultado preliminar
del mismo y con respecto a los ensamblajes a nivel de scaffold generados por Celera
y Newbler. Por otra parte, no es posible realizar scaffolding del genoma de
Leptospira sp. generado con cualquier herramienta de ensamblaje de novo, debido a
gue se carece de lecturas tipo mate-pair, lo que imposibilita poder ordenar y orientar

contigs dentro de scaffolds.

El scaffolding de los contigs generados por CISA se llevé a cabo con el
programa SSPACE (Boetzer et al., 2011), el cual requirié de las bibliotecas mate-pair
de Beggiatoa sp. HS generadas con anterioridad por sffToCA, resultantes de la
remocion del linker y escision de las lecturas mate-pair en dos lecturas, contenidas

cada una en un archivo distinto en formato fastqg.
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La linea de comandos para ejecutar SPPACE.pl fue la siguiente:
$ SSPACE_v3.0.pl -l library_Beggiatoa.txt -s CISA_beggiatoa.fa -x 1
-1 = Archivo que contiene la informacion de las bibliotecas.
-s = Archivo de contigs en formato fasta a ser sometido a scaffolding.
-X = Hacer extension de contigs (x = 1).

Archivo library_Beggiatoa.txt:

vl bwa vl beggiatoa.l.fastq vl _beggiatoa.2.fastq 3000 0.25 FR
v2 bwa v2_beggiatoa.l.fastq v2_beggiatoa.2.fastq 3000 0.25 FR

donde:

1.2 columna = Identificador para las bibliotecas (v1 y v2).

2.2columna = Mapeador utilizado con las bibliotecas (bwa).

3.2y 4.2 columna = bibliotecas mate-pair (fastq) un extremo en cada archivo.
5.2 columna = Tamafo de inserto de secuencias mate-pair.

6.2 columna = Error minimo esperado.

7.2 columna = Orientaciéon de las secuencias (—«).
Todos los analisis se realizaron por medio de software libre en sistemas OS

Mac, y apoyados en un cluster ROCKS de 64 nucleos para realizar procesos de alta

complejidad como ensamblaje de novo.

7. Anotacion de los genomas de Beggiatoa sp. HS y Leptospira sp.

La anotacion de genomas es un proceso multinivel que incluye la prediccion
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de genes codificadores de proteinas, asi como otras unidades funcionales del
genoma tales como ARNs estructurales, ARNt, ARN pequefios, pseudogenes,
regiones de control, repeticiones directas e invertidas, secuencias de insercion,

transposones y otros Elementos moviles.

7.1 Anotacion general

La prediccion de genes se realiz0 a través simultineamente entre la
plataforma RAST (Aziz et al., 2008) y el programa de anotacion Prokka (rapid
prokaryotic genome annotation) (Seemann, 2014), utilizado de forma local. Los
genes de ARN ribosomal fueron identificados con Barrnap version 3 (BAsic Rapid
Ribosomal RNA Predictor)

(http:/lIwww.vicbioinformatics.com/software.barrnap.shtml), que utiliza Ila

herramienta de busqueda HMMER 3.1. Complementariamente se utilizaron BLASTN
y BLASTP, consultando sus bases de datos no redundantes, y la base de datos Pfam
(Finn et al., 2008) para determinar dominios funcionales y familias de proteinas.

7.2 Analisis filogenético utilizando el gen 16S de ARNr

A pesar que desde el momento de la micromanipulacion de los filamentos
bacterianos se presumid su taxonémica aproximada, complementada posteriormente
con la amplificacion, secuenciaciéon y busqueda en la base de datos Ribosomal
Database Project del gen 16S de ARNI, se realizaron analisis mas detallados que los
anteriores. En consecuencia, se llevé a cabo la reconstruccion filogenética de ambas
bacterias, utilizando la secuencia del gen 16S de ARNr, identificado desde la

anotacion.

Después del ensamblaje de ambos genomas, se tomaron los genes 16S de
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ARNr (~1.500 pb de longitud) identificados con Barrnap en los borradores de los
genomas de Beggiatoa sp. HS y Leptospira sp. Desde busquedas BLAST (McGinnis
y Madden 2004) se identificaron y tomaron los primeras cincuenta secuencias de 16S
ARNr homologas a la secuencia de 16S de ARNr de Beggiatoa sp. HS para la
construccion de su filogenia. Ademas, como grupo externo se incluyeron dos genes
de 16S del rRNA de Ruegeria atlantica y una de Ruegeria sp. (Alphaproteobacteria).
Por otro lado, para construir la filogenia de Leptospira sp. se tomaron 50 secuencias
del gen 16S de ARNr pertenecientes a diversos géneros del filo Spirochaeta desde
GenBank y se incluyeron 3 secuencias de 16S de ARNr de Deferribacter spp.
(Deferribacteres), como grupo externo. Las secuencias identificadas por las
busquedas BLAST se recuperaron de forma automatica utilizando el paquete
Bio.Blast de Biopython. EL alineamiento de secuencias se realizé a través del
programa MUSCLE v3.8.31 (Edgar 2004), estableciendo 1.000 iteraciones. La
filogenia fue construida utilizando el enfoque bayesiano a través de la herramienta
MrBayes (Huelsenbeck et al., 2001) durante dos ejecuciones. En donde cada
ejecucion consto de cuatro cadenas de 1.000.000 de generaciones. La probabilidad a
posterior se estimo utilizando el método de cadenas de Markov Monte Carlo (MCMC)
y el modelo de sustitucion usado fue el de GTR (General Time Reversible), con una
tasa de sustitucion=6. EI método de reconstruccion utilizado fue el de maxima

verosimilitud y se descart6 el 25% de los &rboles muestreados.

7.3 Identificacion y anotacion funcional de Cluster de genes biosintéticos implicados

con la biosintesis de Metabolitos secundarios

La identificacion, anotacion funcional y estructural de los CGBs relacionados
con biosintesis de MSs se llevd a cabo con el software antiSMASH version 3.0
(Medema et al., 2011; Weber et al. 2015) y la plataforma NapDos (Ziemert et al.,
2012) capaz de detectar dominios de Condensacion (C) y ceto sintasa (KS). Se

utilizaron los genomas de Beggiatoa sp. HS y Leptospira sp. previamente anotados
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con RAST en formato GenBank como entrada en antiSMASH, formato de entrada
altamente recomendado. La logica de deteccidon de antiSMASH es detectar los
Perfiles de modelos de Markov ocultos (pHMM) en secuencias genes, y utilizar
dominios conservados tipicos de enzimas implicadas en MSs como marcadores,
para la identificacion de un posible CGB. Ademas, antiSMASH utilizo BlastP para
comparar los genes predichos en los CGBs, analisis de las familias de genes (COG),
identificando regiones conservadas de secuencias caracteristicas de genes, y
analisis con la base de datos Pfam. Las predicciones de antiSMASH se contrastaron
con los genes predichos por Prokka y se determind un consenso de los genes que
compondrian los CGBs candidatos implicados en la biosintesis de MSs en los

genomas de Beggiatoa sp. HS y Leptospira sp.

Las secuencias de genes identificados, fueron confirmado como tal, cuando
cumplieron con los criterios de (a) E-value <1e®, (b) cobertura > 60% y (c) identidad

de secuencia > 30%, en contraste con la base no redundante de Blastp.

8. Visualizacion de los genomas

Para observar el resultado de los genomas ensamblados se utilizd la
herramienta de visualizacion de codigo abierto Hawkeye del proyecto AMOS version
3.1.0 (Schatz et al., 2013), el cual permite apreciar las lecturas ensambladas, la
profundidad de ensamblaje y las lecturas de cada contig o scaffold, entre otras
caracteristicas. Ademas, se utilizd6 Artemis (Rutherford et al., 2000), un software de
visualizacion y andlisis de datos de secuenciacion de alto rendimiento, el cual
permitié observar los cluster de genes y genes adyacentes a ellos en los genomas.
Los genomas se representaron a través del programa Circos (Krzywinski et al.,
2009), por medio del cual se representaron los cromosomas bacterianos en forma
circular, ademas de representacion de datos asociados, como nivel de GC vy

secuencias de genes codificantes.
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lll. RESULTADOS

1. Tratamiento de las lecturas de Beggiatoa sp. HS y Leptospira sp.

El tratamiento de lecturas en bruto o preproceso consistio en controlar la
calidad de secuenciacion, removiendo adaptadores, partidores, filtrando lecturas
cortas (< 100 pb), bases/lecturas de baja calidad, de acuerdo a la escala de Phred (<
20 puntaje Phred).

A partir de la secuenciacion de dos bibliotecas mate-pair y una single-end
desde tres filamentos de Beggiatoa sp. HS se obtuvieron tres archivos en formato sff;

Beggiatoa_V1, Beggiatoa V2 y Beggiatoa_V3 (Tabla 2).

Tabla 2. Caracteristicas de los archivos obtenidos tras la secuenciacion de ADN

gendémico de Beggiatoa sp. HS y Leptospira sp. con la plataforma de
secuenciacié 454 GS-FLX de Roche.

Archivo Total de lecturas Longitud %GC Tipo de lecturas
Beggiatoa_v1l 343.049 54 - 1453 45 mate-paired
Beggiatoa_v2 342.409 58 - 1122 45 mate-paired
Beggiatoa_v3 490.095 53 - 2048 43 Single-end
Leptospira 777.836 51-1200 33 Single-end

Fuente: Elaboracion propia.

Por otra parte, tras la secuenciacion de una biblioteca single-end construida a
partir de ADN de Leptospira sp. se obtuvo un archivo sff (Tabla 2). En todos los casos
se utilizé una plataforma de pirosecuenciacion 454 GS-FLX de Roche (Ronaghi,
2001).
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Como se menciond anteriormente, previo a la reconstruccion de los genomas,

fue necesario determinar que las secuencias a utilizar tengan la calidad apropiada.

A través de la herramienta de control de calidad fastQC, se detectaron los
aspectos de calidad considerados como correctos y deficientes a través de las
lecturas. La Figura 8 muestra los modulos de calidad marcados como deficientes en
las lecturas en bruto de Beggiatoa sp. HS El primer modulo marcado como deficiente
es el de puntaje de calidad a través de las bases (Figura 8 primera columna: A-D-G y
J). Este modulo se reporta como deficiente debido a la existencia de bases con alta
probabilidad de haber sido asignadas de forma erronea, segun el puntaje de Phred,
teniendo en consideracion que la zona verde de la grafica, puntaje de Phred sobre
30, se considera de 6ptima calidad, la zona naranja, entre 20 y 29, como aceptable y
la zona roja, bajo 20, como de calidad inaceptable. Siendo notoria la baja en puntaje
de calidad que se presenta hacia el final de las secuencias. El segundo maodulo
identificado como deficiente corresponde al contenido de Timina (T = rojo), Citosina
(C = azul), Adenina (A = verde) y Guanina (Guanina = negro) a través de las bases
(Figura 8. B-E-H y K), marcando un desbalance entre tetrdmeros, enfatizado en los
extremos de las secuencias, las cuales lucen un fuerte desequilibrio. Este modulo es
considerado fallido cuando existen diferencias sobre el 20% entre Ay T, 0 Gy C. La
altima columna (Figura 8 = C-F-I y L) muestra el médulo de ocurrencia de K-meros,
las cuales representan pequefias secuencias de 7 pb, sobrerrepresentadas y
anormalmente distribuidas. Este modulo es reportado como erréneo cuando

cualquier k-mero presenta un desbalance con un valor binomial p-value < 10°°.

Tras el filtrado de las bases con bajo puntaje de calidad (puntaje de Phred <
20), corte de secuencias, remocion de duplicaciones y primers con la sub-rutina
SffToCA y Prinseq-lite se lograron adecuar las secuencias a la calidad requerida para

pasar al siguiente paso de reconstruccion de los genomas.
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Figura 8. Mddulos identificados como deficientes en las lecturas en bruto de
Beggiatoa sp. HS y de Leptospira sp.

Siendo Beggiatoa V1: A-B-C, Beggiatoa V2: D-E-F, Beggiatoa V3: G-H-l y
Leptospira: J-K-L. La primera columna muestra el puntaje de calidad de
secuenciacion a través de todas las bases (Phred de 0 a 40). La segunda columna
muestra el contenido de T (rojo), C (azul), A (verde) y G (negro) en porcentaje y la
tercera columna muestra el contenido de K-meros a través de todas las bases.

Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 9. Médulos tras pre-proceso de las lecturas de Beggiatoa sp. HS y de
Leptospira sp.

Siendo Beggiatoa V1: A-B-C, Beggiatoa V2: D-E-F, Beggiatoa V3: G-H-1 y
Leptospira: J-K-L. La primera columna muestra el puntaje de calidad de
secuenciacion a través de todas las bases (Phred de 0 a 40). La segunda columna
muestra el contenido de T (rojo), C (azul), A (verde) y G (negro) en porcentaje y la
tercera columna muestra el contenido de K-meros a través de todas las bases.

Fuente: Elaboracion propia.
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Las Figuras 9. A-D-G-J, muestran que la media en puntaje de calidad (Linea
roja dentro de cada barra) a través de todas las bases esta por sobre 30 (Zona
verde), en casi la totalidad de los casos, los inter-cuartiles (25-75%) representados
por las cajas amarillas estan en la zona aceptable >20 y mayoritariamente en la zona
Optima de calidad >30 (Zona verde), al igual que la media del puntaje de calidad,
representada por la linea azul. La segunda columna de la Figura 9. B-E-H-K, muestra
una normalizacion de las diferencias entre las proporciones de A-T y G-C, pasando
estas diferencias a un valor menor al 10%, calificado como adecuado, a pesar de los
pequefios desbalances en los extremos 5’ de las gréaficas (Figura 9. B-E-H y K). Por
altimo, el tercer modulo identificado previamente como fallido; contenido de K-meros,
en la tercera columna de la Figura 9. C-F-I-L, paso de un estado fallido a un estado
de alerta, teniendo una desviaciéon binomial de p-value <0,01. Sin embargo, esto no
debiera afectar significativamente los andlisis posteriores. La tabla 3 muestra las
lecturas remanentes tras el tratamiento de pre-proceso sobre ellas, el rango de

longitud, y el nivel de GC en porcentaje de las lecturas.

Tabla 3. Lecturas obtenidas tras el preprocesamiento en los set de datos de

Beggiatoa sp. HS y Leptospira sp.

Archivo Total de lecturas Longitud %GC  Tipo de lecturas
Beggiatoa_v1 244.880 64 - 339 43 mate-paired
Beggiatoa_v2 245.912 64 - 338 43 mate-paired
Beggiatoa_v3 476.756 64 - 743 43 Single-end
Leptospira 670.233 375 - 595 32 Single-end

Fuente: Elaboracion propia.
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2. Reconstruccion de los genomas de Beggiatoa sp. HS y Leptospira sp.

Luego del tratamiento de las lecturas, se llevé a cabo la reconstruccion del
genoma de Beggiatoa sp. HS y Leptospira sp. a través de la estrategia bioinformatica
denominada ensamblaje de novo, utilizando tres ensambladores distintos; Celera,
MIRA 'y Newbler, para luego conciliarlos con la herramienta de union de ensamblajes
CISA, buscando mejorar las estadisticas de los genomas ensamblados. Entre ellas el
N50, numero, tamafio medio y maximo de contigs o scaffolds que conforman el

genoma.

2.1 Ensamblaje de novo del genoma de Beggiatoa sp. HS

La Figura 10 muestra las principales métricas del ensamblaje del genoma de
Beggiatoa sp. HS a nivel de contigs, obtenidos con Celera, Newbler y MIRA, y la
conciliacion de todos ellos con CISA. Los resultados muestran que Celera rinde el
N50 (29 Kb), tamafio maximo (113 Kb) y medio (7,6 Kb) de contig méas altos (Figura
10. A-B-C). Ademas, un numero menor de contigs (794) en comparacion con Newbler
y MIRA (Figura 10. D). Siendo generalmente deseable un genoma con menor
fragmentacion. Por otro lado, los genomas ensamblados con Newbler (5,8 Mb) y
Celera (6,19 Mb) rindieron un tamafio muy similar. Mientras que MIRA esta muy por
sobre ambos (9,8 Mb) (Figura 10. E). Finalmente, al ejecutar la union de los tres
ensamblajes con CISA, se observa que las métricas mejoraron, aumentando el N50
a 44,7 Kb y el tamafio medio y maximo de contigs a 28,3 y 139, 6 Kb,
respectivamente. Ademas, se redujo el numero de contigs a 214 en un genoma de
6,0 Mb.

Tanto Celera como Newbler tienen la capacidad de utilizar la informacién de

distancia de las secuencias mate-pair para ordenar y unir contigs dentro de super-

estructuras denominadas scaffolds. Alcanzando de esta forma un nivel superior en
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orden y disminuyendo la fragmentacién del genoma reconstruido.

A B C
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Figura 10. Métricas del ensamblaje de novo del genoma de Beggiatoa sp. HS a

nivel de contigs, llevado a cabo con Celera, Newbler y MIRA, y la conciliacién
de ensamblajes con CISA.

A. Valor de N50. B. Tamafio maximo de contig y 3. Tamafio medio de contig en
kilobases (Kb). D. Numero de contigs obtenidos. E. Tamafio del genoma rendido por

cada herramienta en millones de bases (Mb). Fuente: Elaboracion propia.

Valiéndose de 53.085 fragmentos mate-pair correctos (existen 176.122

fragmentos parciales) de la biblioteca Beggiatoa V1 y 52.125 fragmentos mate-pair
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correctos (Existen 175.754 fragmentos parciales) de la biblioteca Beggiatoa V2,
Celera y Newbler lograron ordenar y unir contigs dentro de 560 (Figura 11) y 487

scaffolds, respectivamente (Figura 11. D). Ademas, por medio del programa externo

A B
N50 Tamario maximo de sacffold Tamafio medio de scaffold
300000
250000
200000
S 150000
100000
- -
0 . N
Celera Newbler CISA Celera Newbler CISA Celera Newbler CISA
Numero de scaffolds Tamafio de genoma

600 7

500 6

5
400

4
300
200

- .

0

Celera Newbler CISA Celera Newbler CISA

Figura 11. Métricas del ensamblaje de novo del genoma de Beggiatoa sp. HS a
nivel de scaffolds, llevado a cabo con Celera, Newbler y scaffolding realizado
con SSPACE sobre los contigs conciliados por CISA.

A. Valor de N50. B. Tamafio maximo de scaffold. C. Tamafio medio de scaffold en
kilobases (Kb). D. Numero de scaffolds obtenidos. E. Tamafio del genoma rendido
por cada herramienta en millones de bases (Mb). Fuente: Elaboracion propia.

de scaffolding SSPACE se ordenaron y unieron contigs rendidos por CISA dentro de
192 scaffolds (No se considero el ensamblaje previo de MIRA). Las métricas de
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GC%

ensamblaje a nivel de scaffolds entregadas por Celera en estadisticos claves, como
el N50 (67 Kb) y tamafio maximo de scaffold (289,8 Kb), fueron superiores a las
entregadas por Newbler (N50 = 48 Kb; tamafio maximo de scaffold = 195 Kb), e
incluso a los entregados por SSPACE a partir de los contigs conciliados por CISA
(N50 = 50,1 Kb; tamafio maximo de scaffold = 139,5 Kb) (Figura 11. Ay B). Por otra
parte, el scaffolding de los contigs conciliados por CISA, presenta métricas
superiores a los ensamblajes individuales, en tamafio medio de scaffold (31,6 Kb)
(Figura 11. C) y una menor fragmentacion (192 scaffolds) (Figura 11. D), en un
genoma de 6,1 Mb, muy similar a los rendidos por Celera (6,2 Gb) y Newbler (6,3
Gb).

560 Scaffolds 560 Scaffolds

GC% 15.2 a 56.4 Scaffolds de 1000 a 289878 pb

60 500

400

300

200

Numero de scaffolds

100

L L I L L 0 I — !
0 100 200 300 400 500 600 0 50000 100000 150000 200000 250000 300000
Scaffolds Largo de scaffold (pb)

15

Figura 12. Contenido de GC y distribucién del tamaio de scaffolds en el
genoma de Beggiatoa sp. HS obtenido con Celera.

La grafica del lado izquierdo muestra el contenido de Guanina-Citosina (GC) en
porcentaje a través de todos los scaffolds. La figura de la derecha muestra un

histograma de la distribucion del tamafio de los scaffolds. Fuente: Elaboracion propia.

Por otro lado, el contenido de GC del ensamblaje de Beggiatoa sp. HS (GC =
43.5%) obtenido del scaffolding sobre los contigs conciliados por CISA se desvia en
un 3,7% del contenido de GC del ensamblaje rendido por Celera (GC = 39,8%)
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(Figura 12).

Tomando en consideracion las métricas de ensamblaje a nivel de scaffolds del
genoma de Beggiatoa sp. HS, en particular del N50 y tamafio méximo de scaffold,
ademas del contenido de GC. Se considerd que el ensamblaje de mejor calidad fue

el generado por Celera (Ver métricas en Tabla 4).

2.2 Ensamblaje de novo del genoma de Leptospira sp.

El procedimiento para la reconstruccién del genoma de Leptospira sp. fue el
mismo que el realizado con Beggiatoa sp. HS. Se llevaron a cabo ensamblajes con
Celera, Newbler y MIRA, para luego unirlos con CISA. El ensamblaje de mejor
calidad, considerando todos los contigs generados, fue el realizado con Celera.
Obteniendo un N50 (17,9 Kb) y tamafio maximo de contig (87,5 Kb) superior al resto,
un tamafo medio de contig (6,4 Kb) similar al rendido por Newbler (6,6 Kb) y un
menor numero de contigs (1.057 contigs). La Figura 13 muestra las métricas
originales del ensamblaje obtenido con Celera (contigs >1000 pb) y las métricas de
Newbler y MIRA luego de editar sus ensamblajes, para mejorar su calidad,
considerando solo contigs > 2000 pb. De tal forma que fueran utiles para unirlos al

ensamblaje de Celera con CISA.

El resultado de la conciliacion de ensamblajes con CISA, mejoro las métricas
del ensamblaje de mejor calidad, llevado a cabo con Celera. De este modo, se
obtuvo un N50 de 34,5 Kb (Figura 13. A), un tamafio maximo de contig de 127,7 Kb
(Figura 13. B) y tamafio medio de contig de 26,8 Kb (Figura 13. C). Ademas, CISA
género un genoma de 6,8 Mb (Figura 13. E), menos fragmentado, con 257 contigs
(Figura 13 D). .
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Figura 13. Métricas del ensamblaje de novo del genoma de Leptospira sp. a

nivel de contigs, con Celera (contigs >1000 pb), Newbler y MIRA (contigs >2000
pb), y de la herramienta de conciliacién de ensamblajes CISA.

A. Valor de N50. B. Tamafio maximo de contig. C. Tamafio medio de contig en
Kilobases (Kb). D. Numero de contigs obtenidos. E. Tamafio del genoma generado
por cada herramienta en millones de pares de bases (Mb). Fuente: Elaboracion

propia.

Por udltimo, el porcentaje medio de GC tras la union de los tres ensamblajes
con CISA fue de 32,3% (Figura 14), el mismo obtenido con Celera (GC = 32,3%).

Por otro lado, a diferencia de Beggiatoa sp. HS, Leptospira sp. solo cuenta
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GC%

con una biblioteca de tipo single-end, no siendo posible ordenar y conciliar contigs
dentro de scaffolds, debido a no contar con la informacion de distancia que entregan

las secuencias mate-pair.

257 contigs 257 contigs

e GC% 25.9 2a43.2 contigs de 3201 a 127716 pb
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Figura 14. Contenido de GC y distribucion del tamaio de contigs en el genoma
de Leptospira sp. obtenido tras la union de ensamblajes con CISA.

La gréafica del panel izquierdo muestra el contenido de Guanina-Citosina (GC) en
porcentaje a través de todos los contigs. La figura de la derecha muestra un
histograma de la distribucion del tamafio de contigs.Fuente: Elaboracion propia.

La Tabla 4 contiene las métricas de los genomas ensamblados de Beggiatoa
sp. HS y Leptospira sp. considerados de mayor calidad, utilizando las métricas de
ensamblaje como parametro de comparacion. En el caso de Beggiatoa sp. HS a
pesar que el scaffolding de la conciliacién de ensamblajes ejecutado con CISA rindio
un genoma mucho menos fragmentado, el N50 y tamafio maximo de scaffold fue

inferior al ensamblaje rendido por Celera a nivel de scaffold.
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Tabla 4. Métricas del genoma de mayor calidad para Beggiatoa sp. HS y
Leptospira sp.

Beggiatoa HS sp. | Leptospira sp.

contigs 807 (794 > 1000)

tamafio genoma (Mb) 6,25 6,89
N50 (Kb) 29,3 34,5
tamafio méaximo de contig (kb) 113 127,1
promedio del tamafio de contig (kb) 7,6 26,8
GC (%) 41,6 32,3
secuencias ensambladas 691.263 (65%) ND
Coverage 32X ND
scaffolds 560 -

N50 (Kb) 67.0 -

tamafio maximo de scaffold (kb) 289.2 -
promedio tamafio de contig scaffold (kb) 11.0 -

Mb: millones de pares de bases. Kb: miles de pares de bases.
ND: Datos no disponibles.

Fuente: Elaboracion propia.

En el caso de Leptospira sp. el mejor ensamblaje también fue generado por
Celera. Sin embargo, al ejecutar la conciliacion de ensamblajes con CISA, mejoraron
todas las métricas y no distorsion¢ el contenido de GC.
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3. Anotacion de los genomas de Beggiatoa sp. HS y Leptospira sp.

La anotacion de genomas hace referencia a la identificacion de secuencias de
genes codificantes de proteinas, asi como de otras estructuras funcionales, tales
como ARNSs, pseudogenes, regiones de control, entre otras. La anotacion general de
genes se realizé con RAST y Prokka, y la anotacion funcional de los CGBs se llevo a
cabo con antiSMASH.

3.1 Anotacion general del genoma de Beggiatoa sp. HS

Tras ejecutar la anotacion del borrador del genoma de Beggiatoa sp. HS se
identificaron 5.220 secuencias de genes codificantes, cinco ARNr; un 16S, un 23Sy
tres 5S, ademas de 43 ARNt y un ARNtm. Los tres ARNr 5S tienen un tamafo de 109
pb y el ARNr 23S esta dividido en dos piezas, en una regién contigua del scaffold
scf31540, separados por una regién de union de gap, siendo ambas secuencias de
un tamafo de ~1600 pb. Del total de genes, 2.159 genes predichos corresponden a
proteinas hipotéticas, dejando 3.061 genes candidatos con una funcién conocida. La
Figura 15, esquematiza el borrador del genoma de Beggiatoa sp. HS anotado, el cual
posee un tamafo de 6.2 Mb. Los scaffolds destacados en coloreados en negro y
azul. Ademas, las regiones codificantes de proteinas (Con funcién conocidas y sin

funcién conocida) de la cadena sentido y antisentido del ADN, identificadas en el.

La Figura 16 muestra una representacion de la anotacién funcional de los
genes identificados en el borrador del genoma de Beggiatoa sp. HS se encontraron
2.351 secuencias dentro de 372 colecciones de familias de proteinas funcionalmente

relacionadas (subsistemas). Del total, el ~12% (273) estan ligadas al metabolismo de

46



Beggiatoa sp.HS

6.25 Mb

Figura 15. Representacién circular del draft del genoma de Beggiatoa sp. HS.
Desde el anillo méas interno hacia fuera: el anillo amarillo (positivo) y azul (negativo)
muestra el GC skew en una ventana = 1000 pb; el anillo negro describe el contenido
de GC% en una ventana = 1000 pb; el anillo verde representa la prediccién de genes
de la cadena de ADN antisentido y el anillo rojo las CDSs de la cadena de ADN
sentido; el circulo mas externo muestra todos los scaffolds, alternados entre azul y
negro. Los niveles en negro estan espaciados cada 100 kb y en rojo cada 0,5 Mb.
Fuente: Elaboracion propia.

proteinas, el ~10% al metabolismo del ADN (233), cofactores, vitaminas, grupos
prostéticos y pigmentos (228). Ademas, las secuencias ligadas al metabolismo de

carbohidratos, sulfuro, fésforo y nitrégeno, sindicados como importantes en el
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metabolismo central de este tipo de bacterias sulfuro oxidantes, aparecen con un
~6% (144), 1,6% (39), 0,9% (20) y un ~3% (69), respectivamente. Por otro lado, esta
herramienta identific6 5 secuencias de genes relacionados con metabolismo

secundario.

6,1%
. 10%
0,9% :

) Cofactors, Vitamins, Prosthetic Groups, Pigments (228)
16%

Cell Wall and Capsule (132}

Virulence, Disease and Defense (61)
Potassium metabolism (15)
Photosynthesis (0)

Miscellaneous (28)

Phages, Prophages, Transposable elements, Plasmids (7)
Membrane Transport (147)

Iron acquisition and metabolism (2}
RMA Metabeolism (193)

Nucleosides and Nucleotides (78)
Protein Metabolism (273)

Cell Division and Cell Cycle (35)
Motility and Chemotaxis (0}

Regulation and Cell signaling (105)
Secondary Metabolism (5)

DMNA Metabolism (233)

Fatty Acids, Lipids, and Isoprenocids (77)
Nitrogen Metabolism (69)

Dormancy and Sporulation (2}
Respiration (162)

Stress Response (68)

Metabolism of Aromatic Compounds (2)
Amino Acids and Derivatives (226)
Sulfur Metabalism (39}

Phosphorus Metabolism (20)
Carbohydrates (144)

Figura 16. Anotacién funcional de genes predichos en el genoma de Beggiatoa
sp. HS por subsistema.

Grafico circular de la proporcién de secuencias predichas por cada coleccion de
familias de proteinas funcionalmente relacionadas (subsistema) identificado con
RAST. La leyenda muestra el nombre del subsistema y entre paréntesis el nimero de
secuencias predichas para cada uno. Fuente: Elaboracion propia.

3.2 Anotacion general del genoma de Leptospira sp.

Tras la anotacion del borrador del genoma de Leptospira sp. se identificaron
7.151 CDSs, tres ARNr; un 16S y dos 5S, 35 ARNt y un ARNtm. Los dos 5S ARNr
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estan en contigs diferentes (contigs 78 y 154) y tienen un tamafio de 111y 110 pb.

Leptospira sp.

6,89 Mb

Figura 17. Representaciéon circular del draft del genoma de Leptospira sp.
Desde el anillo més interno hacia fuera: el anillo rojo (positivo) y azul (negativo)
muestra el GC skew en una ventana =1000 pb; el anillo negro describe el contenido
de GC% en una ventana =1000 pb; el anillo verde representa la prediccion de genes
de la cadena de ADN antisentido y el anillo rojo las CDSs de la cadena de ADN
sentido; el anillo mas externo muestra todos los contigs, alternados entre naranjo y
negro. Los niveles en negro estan espaciados cada 100 kb y en rojo cada 0,5 Mb.

Fuente: Elaboracion propia.

Por su parte el gen 16S de ARNr estd ubicado en el contig 185 y tiene un

tamafo de 1.515 pb. De los 7.151 genes, 3.366 estan identificados como codificantes
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de proteinas hipotéticas, dejando 3.785 secuencias codificantes con un producto de
funcidén conocida. La Figura 17 esquematiza al borrador del genoma de Leptospira
sp. obtenido, destacando en el anillo mas externo los contigs que lo conforman, e
inmediatamente al interior los genes codificantes identificados en la cadena sentido y
antisentido del ADN.

Cofactors, Vitamins, Prosthetic Groups, Pigments (172)
Cell Wall and Capsule (111}

Virulence, Disease and Defense (56)

Potassium metabolism (5)

Photosynthesis (0}

Miscellaneous (31)

Phages, Prophages, Transposable elements, Plasmids (5)
Membrane Transport (56)

Iron acquisition and metabolism (0}

RMNA Metabolism (130)

MNucleosides and Nucleotides (39)

Protein Metabolism (132)

Cell Division and Cell Cycle (32)

Motility and Chemotaxis (76)

Regulation and Cell signaling {196)
Secondary Metabolism (0)

DMNA Metabolism (293)

Fatty Acids, Lipids, and Isoprencids (148)
Nitrogen Metabolism (41)

Dormancy and Sporulation {2)
Respiration (68)

Stress Response (108)

Metabolism of Aromatic Compounds (2}
Amino Acids and Derivatives (181)

Sulfur Metabalism (9)

Phosphorus Metabolism {23)

13,5 % Carbohydrates (255}

Figura 18. Anotacion funcional de genes predichos en el genoma de Leptospira
sp. por subsistema.

Grafico circular de la proporcion de secuencias predichas por cada coleccion de
familias de proteinas funcionalmente relacionadas (subsistema) identificado con
RAST. La leyenda muestra el nombre del subsistema y entre paréntesis el nimero de

secuencias predichas para cada uno. Fuente: Elaboracién propia.

Por otra parte, la anotacion con RAST identificé a 2.171 secuencias dentro de
372 subsistemas de proteinas (Figura 18). EI mayor nimero de secuencias esta

relacionado con el metabolismo del ADN con un ~13% (293 secuencias), seguido del
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metabolismo relacionado a carbohidratos con un 11,7% (255 secuencias), el de
regulacion y sefial celular con un ~9% (196 secuencias) y el metabolismo relacionado
a cofactores, vitaminas, grupos prostéticos y pigmentos con un ~8% (172
secuencias). Ademas, un ~6% (148 secuencias) aparecen ligado a sintesis de acido
grasos, lipidos y isoprenoides. También aparecen como relevantes la movilidad y
quimiotaxis con un 3,5% Yy virulencia, enfermedad y defensa con un 2,5%.
Contrariamente, no se identificaron secuencias dentro de subsistemas relacionados
al metabolismo secundario, fotosintesis, adquisiciéon de hierro y solo 2 secuencias

asociadas a compuestos aromaticos.

3.3 Filogenia de Beggiatoa sp. HS y Leptospira sp. basado en el gen 16S de ARNr

Utilizando los genes de 16S del ARNr identificados en el draft de genoma de
Beggiatoa sp. HS (scaffold 540; 1.537 pb) y de Leptospira sp. (contig 185; 1.515 pb)
como marcadores filogenéticos, se reconstruyo la filogenia para ambas bacterias. La
Figura 19 muestra el arbol filogenético de Beggiatoa sp. HS construido utilizando los
primeros 50 encuentros en BLAST y tres secuencias de Ruegeria (dos secuencias de
Ruegeria atlantica y uno de Ruegeria sp.; un tipo de Alphaproteobacteria) como
grupo externo. Beggiatoa sp. HS fue incluido en un clado no monofilético
(probabilidad a posterior = 0,88) conformado por varias Beggiatoa spp., no
cultivadas, Beggiatoa sp. MS-81-6 y Beggiatoa sp. Arauama .

La Figura 20 muestra el arbol filogenético de Leptospira sp. construido a partir
de la secuencia del gen de 16S ARNr identificada en el draft de genoma de
Leptospira sp. y 50 secuencias tomadas arbitrariamente desde genbank,
pertenecientes a distintos géneros del filo Spirochaeta, ademas de tres secuencias
del filo Deferribacter como grupo externo. El resultado muestra que Leptospira sp. se
inserta dentro de un multi-clado de Leptospira spp. (con 100% de probabilidad) y con

un 60% en un clado monofilético de Leptospira interrogans.
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(HE584803) Ruegeria atlantica
‘E@ (NR_112615) Ruegeria atlantica

- (JF719277) Ruegeria sp.

(R041814) Methylobacter luteus
{ (AY661999) Uncultured bacterium clone 005C-H07
(JN977155) Uncultured bacterium clone A0-016
—: (HQ191070) Uncultured sediment bacterium clone_JSS
(JN977233) Uncultured bacterium clone A5-008
0,63 % (EU735644) Uncultured bacterium clone_SC191

0,6 (EU328004) Uncultured gamma proteobacterium clone B253

(GQ274304) Uncultured gamma proteobacterium clone 38CN
(JN977309) Uncultured bacterium clone A5-093
—E (JX193398) Uncultured bacterium clone Q10901

(JX193401) Uncultured bacteriurt clone Q10906
il (AF110277) Beggiatoa sp. MS-81-6

—|:(GU117707 ) Beggiatoa sp. Arauama Il

(FR847887) Uncultured Beggiatoa_sp. clone HMW
098  (FR847883) Uncultured Beggiatoa sp. clone HMW
(FR847882) Uncultured Beggiatoa sp. clone HMG
(FR847884) Uncultured Beggiatoa sp. clone HMW
022 (FR847885) Uncultured Beggiatoa sp. clone HMW
Beggiatoa sp. HS

0,98

0,88
(FR847878) Uncultured bacterium clone NY-R718
4(2‘: (FR847879) Uncultured bacterium clone NY-R580
(FR847877) Uncultured bacterium clone HMG
0,58 (AP014633) Thioploca ingrica
(FR847872) Candidatus Halobeggiatoa sp. HMW
—:(FR847873 Candidatus Halobeggiatoa sp. HMW
1 (FR847868) Candidatus Halobeggiatoa sp. HMW
(FR847867) Candidatus Halobeggiatoa sp. HMW
0,74 g’ 1 (FR847865) Candidatus Halobeggiatoa sp. HMW
(FR847864) Candidatus Halobeggiatoa sp. HMW
0,76 (FR847869) Candidatus Halobeggiatoa sp. HMW
(FR847866) Candidatus Halobeggiatoa sp. HMW
0,91 0,75 { (AF532773) Candidatus Parabeggiatoa communis
(AF532770) Candidatus Parabeggiatoa communis
(FR666858) Uncultured Beggiatoa sp. clone AMV1058
[—E (FR847876) Candidatus Thiopilula sp.
0,65 0.75 (FN811660) Candidatus Thiopilula aggregata
|— (FR690979) Candidatus Thiopilula aggregata
T (FR670387) Uncultured gamma proteobacterium clone LSmat
0,97 (FR827864) Candidatus Marithrix sessilis
0,08 (FR666859) Uncultured bacterium partial clone AMV346
(FR847874) Candidatus Marithrix sp.
46‘1 (AY496953) Candidatus Marithrix sessilis
(AY883934) Candidatus Marithrix sessilis
(EU662352) Uncultured bacterium clone CC1B
_(E‘: (GQ354996) Uncultured Thiotrichales bacterium clone 4-4
! (GQ355044) Uncultured gamma proteobacterium clone MS11-60
(JN977254) Uncultured bacterium clone A5-030
0,86 (FJ717204) Uncultured bacterium clone C9 10.2
0,99 (FJ717191) Uncultured bacterium clone D11 10
0.6 2,99— (FJ717203) Uncultured bacterium clone A9 10.2
(FJ717190) Uncultured bacterium clone C5 10.1

Figura 19. Arbol filogenético de Beggiatoa sp. HS.
Construido en base al gen 16S de ARNTr y cincuenta secuencias del gen 16S ARNr

recuperados desde BLAST. Las secuencias fueron alineadas utilizando MUSCLE vy el
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arbol filogenético fue construido a través del enfoque bayesiano con la herramienta
MrBayes, utilizando el método de cadenas de Markov Monte Carlo (MCMC) para
estimar la probabilidad posterior. Se ejecutaron 1.000.000 de generaciones y se
utilizé como modelo de sustitucion el de GTR (General Time Reversible) con una
tasa de sustitucion = 6. EI método de reconstruccion utilizado fue el de méxima
verosimilitud y se descarté el 25% de los arboles muestreados. Como grupo externo
se utilizaron tres secuencias de Ruegeria spp. (Alphaproteobacteria). Fuente:

Elaboracion propia.

KT (JF430707) Brachyspira_alvinipulli

0,98 (AY349933) Brachyspira_sp.
(EF371459) Brachyspira_alvinipulli
10,99  (KR809390) Brachyspira_alvinipulii
0,93 (KR809389) Brachyspira_alvinipulli

0,86 (EF164990) Brachyspira_sp.

(GU189367) Brachyspira_intermedia
| GSCR—. (U14916) Brachyspira_intermedia
(AY352281) Brachyspira_hyodysenteriae
0,52 o (EF164986) Brachyspira_pulli
——%%1  (NR_102932) Brachyspira_intermedia
1 (AY349941) Brachyspira_canis
—@ (U14924) Serpulina_innocens

4 (EF164982) Brachyspira_murdochii
(AF107361) Borrelia_recurrentis
1 (AB022143) Borrelia_valaisiana

| |1 (X98226) Borrelia_burgdorferi

0,99 (NR_074854) Borrelia_bavariensis
0,99 (DQ147792) Borrelia_garinii
0,52 (NR_102956) Borrelia_bissettii

ol i (NR_104782) Spirochaeta_aurantia
1 S 17 (AY599019) Spirochaeta_aurantia
(NR_044756) Spirochaeta_halophila
0,98 (NR_028820) Spirochaeta_americana
0.93 3 (HG531387) Spirochaeta_sp.
! ’—’: (NR_108888) Spirochaeta_sphaeroplastigenens
1L (HE962136) Spirochaeta_sphaeroplastigenens
091 |— (NR_026301) Spirochaeta_alkalica
1 ! T (NR_026300) Spirochaeta_asiatica
—: (NR_102960) Spirochaeta_africana

T (NR_074795) Spirochaeta_thermophila
—|: (CP002903) Spirochaeta_thermophila

(NR_043139) Leptonema_illini
0,85 (AY996789) Leptospira_fainei

0,99 (NR_103924) Leptospira_biflexa
1 55 (AY631892) Leptospira_meyeri
. (NR_043046) Leptospira_wolbachii

0,66 (AY034037) Leptospira_weilii
—@ (CP006694) Leptospira_santarosai
: (CP015814) Lestospira_santarosai
B (CP015050) Leptospira_borgpetersenii
! (CP015814) Lestospira_borgpetersenii
4@ (CP012029) Lestospira_borgpetersenii
(CP015052) Lestospira_borgpetersenii
(KP114456) Leptospira_kirschneri
(CP013147) Lestospira_kirschneri
Lesptospira_sp.
(CP013147) Leptospira_interrogans
L 106 (CP012603) Lestospira_interrogans
(CP011410) Lestospira_interrogans
(CP006723) Lestospira_interrogans
(NR_026043) Deferribacter_thermophilus

—C': (NR_075025) Deferribacter_desulfuricans 0.3
(AB189456) Deferribacter_sp. —_—
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Figura 20. Arbol filogenético de Leptospira sp.

Construido usando la secuencia del gen 16S ARNr y cincuenta secuencias del gen
16S ARNr de géneros pertenecientes a Spirochaetae. Las secuencias fueron
alineadas utilizando MUSCLE vy el arbol filogenético fue construido a través del
enfoque bayesiano con la herramienta MrBayes, utilizando el método de cadenas de
Markov Monte Carlo (MCMC) para estimar la probabilidad posterior. Se ejecutaron
1.000.000 de generaciones y se utilizd el modelo de sustitucion GTR (General Time
Reversible) con una tasa de sustitucion de 6. El método de reconstruccién fue el de
maxima verosimilitud y se descartd el 25% de los arboles muestreados. Tres
secuencias de Deferribacter spp. (Filo =Deferribacteres) se utilizaron como grupo

externo. Fuente: Elaboracion propia.

3.4 Identificacion y anotacion funcional de los CGBs implicados con la biosintesis de

MSs en el genoma de Beggiatoa sp. HS

Se identificaron tres CGBs candidatos implicados en biosintesis de MSs en el
borrador del genoma de Beggiatoa sp. HS (Figura 21). Dos idénticos CGBs estarian
relacionados con la sintesis de compuestos tipo Terpeno, ubicados en los scaffolds
scf-561 y scf-564, ambos de 21.082 pb. El tercer cliuster seria de un tipo
indeterminado (no candnico) de 41.958 pb, identificado en el scaffold scf-559. La
Figura 22 muestra la arquitectura y disposicion de los genes que forman parte del
CGB de tipo indeterminado en el scf-559. Genes que codificarian para dominios
biosintéticos aciltransferasa (AT), aminotransferasa (amino), adenilacion (A) y
proteina portadora (CP; tiolacion) fueron identificados. ElI dominio CP identificado
posee subdominios tanto de PCP (proteina portadora de peptidil en NRPSs) y de
ACP (proteina portadora de acilo en PKSs). La presencia de los dominios A-CP se
utilizé como identificador de los pHMM por antiSMASH, para otorgar el caracter de
CGB tipo indeterminado. Por otra parte, la combinacion de los dominios esenciales

de los médulos NRPS; Ay CP (tiolacion), junto al dominio AT, tipico de enzimas PKS,
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indican una arquitectura poco convencional, posiblemente hibrida entre NRPS-PKS.

Ademas, se identificaron genes de transporte como arpB (Antibiotic efflux pump

membrane transporter ArpB) y el gen rpoD, el cual codifica para un factor sigma,
relacionado con regulacién de la transcripcion .
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Figura 21. Tipo y ubicacion de los CGBs candidatos implicados en biosintesis
de MSs, identificados en el draft del genoma de Beggiatoa sp. HS.

Los segmentos en rojo contienen la identificacion de los CGBs implicados en
biosintesis de compuestos tipo Terpeno. El segmento en azul contiene al CGB tipo
indeterminado. En el mismo color que los scaffolds, se muestran las secuencias

codificantes que forman parte de los CGB en la cadena sentido y antisentido de ADN.
Fuente: Elaboracion propia.
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KS NRPS/PKS OTRO

Y '
Dominio Amino CP Il Genes Biosintéticos
. i Il Genes reguladores

Il Genes relacionados con transporte
Il Otros genes

tag-1 sgpA pIsEC thrC hom ErpsU dnaG pksji tag-9 pod| tag-10-11 gyrB mreB-C-D arpB

itrxA mdtC  tag-2-3 tag-4-5 tag-6-7  alaC tag-8 rpoD cysM ydaM leus mepM tag-12 spoVD i
17511 bp 62045bp
Gen Producto Gen Producto
tag-1 - hypothetical protein oD - RNA polymerase sigma factor RpoD
trxA - Thioredoxin-1 pksJ - Polyketide synthase PksJ
sgpA - Sulfur globule protein CV1 precursor cysM - Cysteine_ synth_ase B ]
mdtC - Multidrug resistance protein MdtC tag-9 - Rhomboid family protein
tag-2 -  putative efflux pump membrane fusion protein ydaM - putative diguanylate cyclase YdaM
tag-3 - hypothetical protein podJ 3 Localization factor PodJL
plsC - 1-acyl-sn-glycerol-3-phosphate acyltransferase leus - Leucine-tRNA ligase
tag4 -  D-glycero-beta-D-manno-heptose-1,7-bisphosphate 7-phosphatase ~ 1ag-10 - hypothetical protein )
tag-5 -  MazG nucleotide pyrophosphohydrolase domain protein tag-11 - ABC transporter ATP-binding protein
thrC - Threonine synthase mepM - Murein DD-endopeptidase MepM
tag-6 -  hypothefical protein gyrB - DNAgyrase subunit B
tag-7 - recombination protein F fag-12 -  hypothetical protein
hom - Homoserine dehydrogenase mreB - Rod shape-determining protein MreB
alaC - Glutamate-pyruvate aminotransferase AlaC mreC - Cell shape-determining protein MreC
rpsU - 30S ribosomal protein $21 mreD - Rod shape-determining protein MreD
tag-8 - Yqey-like protein spovD - Stage V sporulation protein D
dnaG - DNAprimase arpB - Antibiotic efflux pump membrane transporter ArpB

Figura 22. Arquitectura del CGB candidato tipo indeterminado identificado en
Beggiatoa sp. HS (scf 559).

Los segmentos en rojo muestran los genes que codifican para dominios enzimaticos
biosintéticos, en azul las que codifican para proteinas de transporte, en verdes las
asociadas a regulacion y en gris otro tipo de genes. Las esferas muestran los
dominios aciltransferasa (AT), aminotransferasa (Amino), adenilacién (A) y proteina
portadora (CP; tiolacion). Sobre las esferas se indica la clase de compuesto al cual
se asocian los dominios. EL asterisco en rojo indica los dominios utilizados como
identificador del CGB, de acuerdo a las caracteristicas del sitio activo. Bajo la
representacion del CGB se listan los genes y productos que estan dentro de los
limites de cluster. Los genes no identificados se catalogan como tag. Fuente:

Elaboracion propia.
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La Figura 23 muestra la representacion de la estructura del CGB relacionado
con biosintesis de un compuesto tipo terpeno, identificado en el scaffold scf-561 de
Beggiatoa sp. HS Este CGB tipo terpeno cuenta con genes asociados a regulacion y
biosintesis, entre ellos el gen que codifica para el dominio enzimatico de la fitoeno
sintasa, utilizado como firma por antiSMASH para clasificar el cluster, y cuyo sitio

activo da el caracter identificatorio al dominio (Pythoen_synt - Tipo terpeno).

Terpeno
Il Genes Biosintéticos
I Genes reguladores Dominio
I Otros genes
gmr tag-1 luxR zras tag-2 carA hypB
crp arcB ctrB zraR yddM ilvB tag-.fa’
142390 pb Gen Producto 163943 pb
gmr - Cyclic di-GMP phosphodiesterase Gmr
crp - cAMP receptor protein
tag-1 - no_tag
arcB - Aerobic respiration control senser protein ArcB
luxR - Activador transcripcional
crtB - All-trans-phytoene synthase
zraS - Sensor protein ZraS
zraR - Transcriptional regulatory protein ZraR
tag-2 - Plasmid maintenance system Killer protein
yddM - putative HTH-type transcriptional regulator YddM
carA - Carbamoyl-phosphate synthase small chain
ivB - Acetolactate synthase large subunit
hypB - Hydrogenase isoenzymes nickel incorporation protein HypB
tag-3 - Cytochrome c' precursor

Figura 23. Arquitectura del CGB candidato tipo terpeno identificado en
Beggiatoa sp. HS (scf 561). Los segmentos en rojo muestran las secuencias de
ADN que codifican para dominios enzimaticos biosintéticos, en verde las secuencias
que codifican para proteinas reguladoras y en gris a otro tipo de genes. La esfera
muestra el dominio identificado. Sobre la esfera se indica la clase de compuesto al
cual se asocia el dominio. Bajo la representacion del CGB se listan los genes y
productos que estan dentro de los limites de cluster (tag = genes no no conocidos).
Fuente: Elaboracion propia.
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3.5 Identificacion y anotacion funcional de los CGBs implicados con la biosintesis de

MSs en el genoma de Leptospira sp.

Se identificaron cinco CGBs candidatos posiblemente relacionados con
biosintesis de MSs en Leptospira sp. (Figura 24). De los cuales, uno estaria envuelto
en biosintesis de homoserina lactona de 21.885 pb en el contig 144; uno con
arquitectura PKS tipo Il de 30.216 pb en el contig 172, relacionado a sintesis de
Chalconas; dos PKS tipo indeterminados de 28.694 y 10.427 pb en el contig-185 y
200 respectivamente y un PKS tipo indeterminado-I de 43.457 pb en el contig-187. El
CGB relacionado con biosintesis de homoserina lactona (Figura 25) posee un gen
(tag-15) que codifica para un dominio biosintético identificado como Autoinducer
synthase (signature pHMM=Autoind_synth), el cual es utilizado como identificador del
cluster, ademas existen tres genes relacionados con regulacién (Crp, kinE y rpfC).
Por otra parte, el CGB envuelto en biosintesis de Policétido sintasa tipo Il (PKS IlI)
(Figura 26), contiene la prediccién de nueve dominios biosintéticos funcionales, entre
ellos; acyltransferase (tag-2), adenilacion (tag-8; signature pHMM = AMP-binding),
Aminotransferasa (dapL; signature pHMM = Aminotran_1_2) y los dominios C y N
terminal de Chalcone synthase (tag-9; signature pHMM = Chal_sti synt N y
Chal_sti_synt_C) utilizados como firma para clasificar el cluster. Ademas, un dominio
glicosil transferasa (epsD; signature pHMM=Glycos_transf 1), dos posibles dominios
de epimerizacion (rfbE; signature pHMM=Epimerase) y un gen envuelto en
regulacion (pleD; Response regulator PleD). La Figura 27 muestra la arquitectura del
CGB candidato PKS tipo otro del contig 185, el cual contiene una secuencia que
codificaria para una enzima multidominio similar a PKS tipo | (pksj; Phenolphthiocerol
synthesis polyketide synthase type | Pks15/1): KS, AT, hglE y CP. Ademas, otros tres
genes; pksL (Polyketide synthase PksL), tag-3 (proteina hipotética) y pksE
(Polyketide biosynthesis protein PksE) que codifica para dominios KR, DH y AT.
Arquitectura similar a un hibrido entre PKS tipo | y PKS tipo Il. Ademas, el gen
contiguo fabA codifica para un tipo de CP, no obstante, podria ser un intermediario de

sintesis de acidos grasos. Todos los dominios tienen relacion con produccion de
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productos derivados de biosintesis de PKSs.
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Figura 24. Tipo y ubicacion de los CGBs candidatos implicados en biosintesis

de MSs, identificados en el draft del genoma de Leptospira sp.
Los segmentos coloreados del anillo exterior indican el contig contenedor de un

CGB. Hacia el interior, en gris se muestran todas las CDSs en los contigs y se
destacan las secuencias que forman parte de los CGBs, en la cadena sentido y
antisentido de ADN, con el mismo color del contig contenedor. Fuente: Elaboracion

propia.
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Il Genes biosintéticos
I Genes reguladores
I Otros genes

milaE tag-4-5 tag-7 tag-8

{tag-1 tag-2-3 tag-6 chaA petB tag-9

Autoinducer synthetase

Crp

tag-10 tag-12 tag-14> | tag-17

rpfC

.~ Sensor histidine kinase E

gyrA gyrB tag-20

K Sensory/regulatory protein RpfC

tag-11 tag-13 tag-15-16 tag-18 kinE tag-19 tag—21-22-2$

32404 ph

10519 pb
Gen Producto Gen Producto
mlaE putative phospholipid ABC transporter permease protein MlaE tag-13 hypothetical protein
tag-1 hypothetical protein tag-14 Leucine carboxyl methyliransferase
tag-2 no_match tag-15 Autoinducer synthetase
tag-3 hypothetical protein tag-16 Crp; Activador transcripcional
tag-4 hypothetical protein tag-17 hypothetical protein
tag-5 hypothetical protein tag-18 hypothetical protein
tag-6 Cytochrome C and Quinol oxidase polypeptide | kinE Sensor histidine kinase E
tag-7 no_match rpfC Sensory/regulatory protein RpfC
cbaA Cytochrome ¢ oxidase subunit 1 tag-19 ¢ hypothetical protein
tag-8 hypothetical protein ayrA DNA gyrase subunit A
petB Cytochrome b6 ayrB DNA gyrase subunit B
tag-9 Methyl-viologen-reducing hydrogenase, delta subunit tag-20 hypothetical protein
tag-10 Tetratricopeptide repeat protein tag-21 hypothetical protein
tag-11 hypothetical protein tag-22 hypothetical protein
tag-12 hypothetical protein tag-23 hypothetical protein

Figura 25. Arquitectura del CGB candidato tipo homoserina lactona identificado

en Leptospira sp. (contig 144).

Los segmentos en color rojo muestran las secuencias de ADN que codifican para

dominios enzimaticos biosintéticos, en verde las secuencias que codifican para

proteinas reguladoras y en gris a otro tipo de genes. Las lineas punteadas indican la

presencia de un dominio biosintético y de genes reguladores. Bajo la representacion

del CGB se listan los genes y productos que estan dentro de los limites de cluster.

Los genes con identificacion indeterminada se catalogan como tag. Las secuencias

predichas por antiSMASH que no registran encuentros en las bases de datos

aparecen como producto “no_match”. Fuente: Elaboracion propia.
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PKS NRPS PKS llI NRPS/PKS

K
Chal_sti Amino
synt

Epimerizacion?

Epimerizacion?

tag-1 | tag-4-5 echAg8 i ! epsD tag-10  tag-11 ag-12-13-14-15 ! tag-21-24 pleD

tag-2-3 tag-6-7 tag-8 tag-9 nfdA lepB yoeB rfbE rfbE tag-16-17-18-19-20 daplL p)V
: B Genes biosintéticos Response regulator i
148 pb I Genes reguladores Glicosilacion 30364 pb
I Otros genes

Gen Producto Gen Producto

tag-1 - hypothetical protein hE_5 - CDP-paratose 2-epimerase ((Epimerasa - familia)

tag-2 - Acyltransferase tag-12 - hypothetical protein

tag-3 - hypothetical protein tag-13 - hypothetical protein

tag-4 - Papain family cysteine protease tag-14 - hypothetical protein

tag-5 - no_tag tag-15 - hypothetical protein

tag-6 - putative permease YjgP/YjgQ family protein tag-16 - hypothetical protein

tag-7 - hypothetical protein tag-17 - no_tag

echA8 - putative enoyl-CoA hydratase echA8 tag-18 - hypothetical protein

tag-8 - AMP-binding (Adenilacion) tag-19 - putative AAA-ATPase

tag-9 - Alpha-pyrone synthesis polyketide synthase-like Pks11 tag-20 - hypothetical protein

epsD - Putative glycosyltransferase EpsD dapL - LL-diaminopimelate aminotransferase

nfdA - N-substituted formamide deformylase precursor pyrB - Aspartate carbamoyltransferase

tag-10 - Putative FOF 1-ATPase subunit (ATPase_gene1) tag-21 - no_tag

lepB - Signal peptidase | tag-22 - DNA utilization protein GntX

yoeB - Toxin YoeB tag-23 - no_tag

tag-11 - hypothetical protein tag-24 - no_tag

fbE - CDP-paratose 2-epimerase (Epimerasa - familia) pleD - Response regulator PleD

Figura 26. Arquitectura del CGB candidato PKS tipo Il identificado en
Leptospira sp. (contig 172).

Los segmentos en color rojo muestran las secuencias de ADN que codifican para
dominios enzimaticos biosintéticos, en verde las secuencias que codifican para
proteinas reguladoras y en gris a otro tipo de genes. Las esferas muestran los
dominios de aciltransferasa (AT), adenilacion (A), Chalcona sintasa (Chal_sti_syny -
que incluye Los dominios C y N) y aminotranserasa (Amino). Sobre las esferas se
indica la clase de compuesto al cual se asocian los dominios. Las flechas indican
posibles dominios opcionales del cluster. El asterisco rojo indica los dominios
utilizados como firma del CGB, de acuerdo a las caracteristicas del sitio activo. Bajo
la representacién del cllster se listan los genes y productos que estan dentro de los
limites de este. Los genes no identificados se catalogan como tag. Fuente:

Elaboracion propia.
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PKS PKS PKS PKS

. a4+ Il Genes Biosintéticos
| K8  hglE . . DH . Il Otros genes
. . . cP . . .

epimerizacion epimerizacion
tag-1 pks/ fabA tag-4 tag-6 btrR  fas2 hemnN tag-7,/ hddA tag-9 cheR
tag-2 pksL tag-3 pksE tag-5 pseC dxs fel mtnA galE  tag-8 tag-10:
CcP ?

123 pb metiltransferasa 28817 pi)

Gen Producto Gen Producto

tag-1 - hypothetical protein dxs - 1-deoxy-D-xylulose-5-phosphate synthase

tag-2 - hypothetical protein fas2 - Ferredoxin fas2 (transketolase)

pksJ - Phenolphthiocerol synthesis polyketide synthase type | Pks15/1 fcl_2 - NAD-dependent epimerase/dehydratase

pksL - Polyketide synthase PksL hemN - Radical SAM domain protein

tag-3 - hypothetical protein minA - Methylthioribose-1-phosphate isomerase

fabA - 3-hydroxydecanoyl-[acyl-carrier-protein] dehydratase tag-7 - hypothetical protein

pksE - Polyketide biosynthesis protein PksE galE - UDP-glucose 4-epimerase

tag-4 - Methyltransferase domain protein hddA - GHMP_kinases_N

tag-5 - hypothetical protein tag-8 - hypothetical protein

tag-6 - hypothetical protei tag-9 - hypothetical protein

pseC - DegT/DnrJ/EryC1/S1rS aminotransferase tag-10 - hypothetical protein

btrR - L-glutamine:2-deoxy-scyllo-inosose aminotransferase cheR - Chemotaxis protein methyltransferase

Figura 27. Arquitectura del CGB candidato PKS tipo indeterminado en
Leptospira sp. (contig 185).

Los segmentos en color rojo muestran las secuencias de ADN que codifican para
dominios enzimaticos biosintéticos y en gris a otro tipo de genes. Las esferas
muestran los dominios ceto sintasa (KS), aciltransferasa (AT), inusual PKS HglE-like
(HglE), proteina portadora (CP; portadora de acilo), ceto reductasa (KR) y
deshidratasa (DH). Sobre las esferas se indica la clase de compuesto al cual se
asocian los dominios. El signo de interrogacion indica que el dominio posee residuos
similares a CP, pero no existe consenso. EL asterisco en rojo indica el dominio
utilizado como firma del CGB. Bajo la representacion del CGB se listan los genes y
productos que estan dentro de los limites de clUster. Los genes no identificados se

catalogan como tag. Fuente: Elaboracion propia.

La Figura 28 muestra la arquitectura del CGB tipo indeterminado-I ubicado en
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el contig 187. Los genes pksJ_1 (Polyketide synthase PksJ) y ppsk (Phthiocerol
synthesis polyketide synthase type | PpsE), codificarian para enzimas multidominio
similares a PKS tipo I, los cuales forman un médulo individual tipo PKS. EI gen
pksj_1 codificaria para los dominios KS, AT, hglD y CP. Siendo hglD un dominio
inusual similar a KS. El gen pksJ_2 codificaria para dominios opcionales KR y DH y
el gen ppsE codificaria para los dominios hglE, AT y CP. Los dominios inusuales hglE
y hglID, son utilizado como firma y otorgan el caracter de otro (desconocido) al CGB y
los dominios KS-AT, el caracter candnico de PKS tipo | a pksj_1y ppsE. Ademas, se
incluyen predicciones de genes relacionados con transporte (btuB) y otros
involucrados en regulacion; ylac, tag-21 y Crp un activador de la transcripcion de
metabolismo secundario al algunas bacterias. Adicionalmente, antiSMASH entregé
una prediccién aproximada de la estructura central que produciria el CGB, que
corresponde a una cetona con cadena lateral (recuadro en Figura 28).

La Figura 29 muestra la estructura del CGB candidato PKS tipo indeterminado
identificado en el contig 200. El cual esta constituido por ocho genes que codifican
para dominios biosinteticos. El gen ppsC (Phthiocerol synthesis polyketide synthase
type | PpsC) y ppsA (Phthiocerol/phenolphthiocerol synthesis polyketide synthase
type | PpsA) codificarian para enzimas multidominio; ER-KR y KS-hglE,
respectivamente. Ademas, los genes pksN (Polyketide synthase PksN), eryA
(Erythronolide synthase), pksL (Polyketide synthase PksL), pksJ (Polyketide
synthase PksJ), los cuales codificab para enzimas tipo PKS no multidominio. Por otro
lado, tag-3 y tag-4 codifican para dominios Short-chain dehydrogenase, asociado a
compuestos de tipo Lantipeptidos; péptidos sintetizados por ribosomas y modificados
postraduccionalmente, producidos por microorganismos. Los dominios identificados
son comunes en estructuras que generan compuestos de tipo PKS y Lantipeptidos.

El dominio Amino puede estar tanto en PKSs o NRPSs.

El dominio inusual hglE fue utilizado como firma en la deteccion del cluster, y

excepto por ppsC, el CGB es similar a un PKS tipo .
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PKS PKS PKS Prediccion de estructura central

V* HsC OH
 Ks hng. . DH  hglE . H
- Wier W . cP

0 R
soj tag-2-3-4-5-6 ginA fabA tag-9 ylaC btuB  tag-14 - 21
tag-1 kamA tag-7-8 pks/_1 pskl_ 2 ppsE  pksE accAl tag-10-11-12 Crp
Il Genes biosintéticos :
414 pb I Genes reguladores AT? 43871 pb

Il Genes relacionados con el transporte
Il Otros genes

Gen Producto Gen Producto

s0j - Sporulation initiation inhibitor protein Soj tag-9 - Methylmalonyl-CoA carboxyltransferase 12S subunit
tag-1 - hypothetical protein accAl - Acetyl-/propionyl-coenzyme A carboxylase alpha chain
tag-2 - hypothetical protein tag-10 - Rhodopirellula transposase

tag-3 - hypothetical protein tag-11 - hypothetical protein

tag-4 - hypothetical protein tag-12 - FecR protein

tag-5 - No_tag ylaC - RNA polymerase sigma factor YlaC

tag-6 - hypothetical protein btuB - Vitamin B12 transporter BtuB precursor

kamA - L-lysine 2,3-aminomutase Cmp - DNA-binding transcriptional dual regulator Crp

glnA - Glutamine synthetase tag-14 - hypothetical protein

tag-7 - hypothetical protein tag-15 - hypothetical protein

tag-8 - hypothetical protein tag-16 - hypothetical protein

fabA - 3-hydroxydecanoyl-[acyl-carrier-protein] dehydratase tag-17 - hypothetical protein

pksJ - Polyketide synthase PksJ tag-18 - hypathetical protein

pksJ - Polyketide synthase PksJ tag-19 - No_tag

ppsE - Phthiocerol synthesis polyketide synthase type | PpsE tag-20 - hypothetical protein

pksE - Polyketide biosynthesis protein PksE tag-21 - RNA polymerase sigma factor

Figura 28. Arquitectura del CGB candidato PKS tipo indeterminado-I
identificado en Leptospira sp. (contig 187).

Los segmentos en rojo muestran los genes biosintéticos, en azul los relacionados
con transporte, en verde los relacionados con regulacién y en gris otro tipo de genes.
Las esferas muestran los dominios ceto sintasa (KS), aciltransferasa (AT), inusual
PKS HgID-like (HgID), ceto reductasa (KR), deshidratasa (DH) y inusual PKS Hgle-
like (HgIE). El asterisco rojo indica los dominios utilizados como firma del cluster. En
el extremo superior derecho se muestra la prediccibn de la estructura central
producida por el primer y ultimo médulo PKS. Bajo la representacion del CGB se
listan los genes y productos que estan dentro de los limites de cluster (tag = genes
no identificados; Not_tag = sin encuentros en bases de datos). Fuente: Elaboracion
propia. Fuente: Elaboracion propia.

64



PKS PKS NRPS/PKS Lanthipeptides PKS

. . DH ER . Amino @% ' KS hglE  KS
: : : Ve : . w WY W

tag-1 tag_=:4 tag-6 cya

EpksN eryA pks/ ppsC? tag-2 tag-3 tag-5tag-7 ppsA pksL

H Il Genes Biosintéticos :
23 pb B Otros genes 10450 pb

Gen Producto

pksN - Polyketide synthase PksN

eryA - Erythronolide synthase, modules 3 and 4

pksJ - Polyketide synthase PksJ

tag-1 - hypothetical protein

ppsC - Phthiocerol synthesis polyketide synthase type | PpsC
tag-2 - Aminotran_1_2

tag-3 - 3-ketoacyl-(acyl-carrier-protein) reductase

tag-4 - short chain dehydrogenase

tag-5 - hypothetical protein

tag-6 - no_tag

tag-7 - hypothetical protein

ppsA - Phthiocerol/phenolphthiocerol synthesis polyketide synthase type | PpsA
pksL - Polyketide synthase PksL

cya - Adenylate cyclase

Figura 29. Arquitectura del CGB candidato tipo indeterminado identificado en
Leptospira sp. (contig 200).

Los segmentos en rojo indican los genes biosintéticos y en gris a otro tipo de genes.
Las esferas muestran los dominios ceto sintasa (KS), aciltransferasa (AT),
deshidratasa (DH), ceto reductasa (KR), proteina portadora (portadora de acilo: CP),
aminotransferasa (Amino), Short-chain dehydrogenase (adh_short), enoil reductasa
(ER) y inusual PKS HglE-like (HgIE). El asterisco rojo indica dominio utilizado como
firma del cluster. Bajo la representacion del CGB se listan los genes y productos que
estan dentro de los limites de cluster (tag = genes no identificados). Fuente:
Elaboracion propia.
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IV. DISCUSION

1. Pre-proceso de las lecturas en bruto tras la secuenciacion

Cualquier flujo de trabajo con datos provenientes de tecnologia de
secuenciacion NGS requiere preprocesar las bibliotecas secuenciadas (Grada y
Weinbrecht, 2013) antes de continuar con cualquier analisis, lo que incluye;
transformar los archivos a los formatos adecuados para andlisis posteriores, filtrar
secuencias y bases con baja calidad de secuenciacion (bajo puntaje de Phred),
remover adaptadores, primers, y si corresponde; linkers y secuencias identificadoras.
El pre-proceso de las cuatro bibliotecas se realizé con el subprograma sffToCA, en
cooperacion con el programa Pinseg-lite. A pesar que el subprograma ssfToCA no
esta en si catalogado como una herramienta de pre-proceso, esta optimizado
(opciones: “-clear 454", “-trim chop”) para trabajar con datos generados por
tecnologia 454 GS-FLX.

La tecnologia de secuenciacion 454 GS-FLX rinde secuencias con una media
de longitud de hasta 700 pb, siendo superior a otras tecnologias de secuencias
“cortas” (Ej. lllumina). Esto proporciona ventajas para sortear el problema de
secuencias repetidas o de ADN complejo (Goodwin et al., 2016). No obstante, este
tipo de técnica de secuenciacion, referenciada como “secuenciacion por sintesis”
(454 de Roche y lon Torrent), tienen el problema comun de la falta de precision en la
lectura de homopolimeros de extension mayor a 6-8 pb (Chiu y Miller, 2016), siendo
frecuente deleciones e inserciones (indel) (Loman et al., 2012). Sin embargo, la tasa
de error global esta a la par con otras plataformas de NGS en regiones libres de
homopolimeros (~0,1-15%), siendo la tasa promedio de error cercano al 1% (Gilles
et al., 2011). Pero mientras la plataforma lon Torrent se ha mantenido en el campo de
NGS en rapida evolucion, la plataforma 454 ha sido incapaz de competir con otras
plataformas en términos de rendimiento o coste. Esta limitacién ha llevado a Roche a

descontinuar la plataforma en 2016 (Goodwin et al., 2016).
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La secuenciacion con la plataforma 454 GS-FLX de Roche, de dos bibliotecas
mate-pair y una single-end derivadas de la amplificacion de ADN de tres filamentos
de Beggiatoa sp. HS rindié un total de 1.175.553 lecturas, con un promedio de
longitud de 240 y 550 pb, en las bibliotecas mate-pair y single-end, respectivamente.
Por otra parte, la biblioteca single-end de Leptospira sp. rindié 777.836 lecturas con
un tamafio medio de 580 pb. Resultado concordante con las caracteristicas de la
plataforma de secuenciacion y las bibliotecas preparadas. Como era previsible, el
control de calidad inicial de las lecturas en bruto mostr6 que la calidad de
secuenciacion por base, el contenido de bases por secuencia y el contenido de k-
meros resultaron deficientes. En consecuencia, el puntaje de calidad, evaluado a
través de la herramienta fastQC, indico alta probabilidad de error en la asignacion de
bases (Base-calling) en posiciones por sobre 260 pb en ambas bibliotecas mate-pair
de Beggiatoa sp. HS y en posiciones sobre 450 pb en las bibliotecas single-end tanto
de Beggiatoa sp. HS como en la de Leptospira sp. probablemente producto de
inserciones o deleciones, no siendo posible determinar cual es la fuente de error
dominante desde este andlisis (Beuf et al., 2012). Este patron de irregularidad en el
puntaje de calidad en amplicones generados con tecnologia 454 ha sido
documentado en andlisis previos, tal como la revision realizada por Fuellgrabe et al.
(2015), en el cual muestra que la calidad de puntaje a través de las bases de
amplicones 454 GS-FLX cae después de la posicion ~300. Por otra parte, las
bibliotecas mate-pair de Beggiatoa sp. HS muestran un marcado desequilibrio del
contenido de bases en ambos extremos, en la posicion 1-6 del extremo 5’y por sobre
la posicibn ~800 en el extremo 3'. Algo esperable, teniendo en cuenta que la
distribucion de bases en los extremos no es aleatoria y estd marcada por la
presencia de un barcode en el extremo 5 (Ej. “tcag”), secuencia cebadora y
adaptadores en ambos extremos, utilizados en la secuenciacion bidireccional de las
lecturas. En las bibliotecas single-end el desequilibrio sélo se produce en las
primeras 10 bases del extremo 5, debido la presencia de un barcode, adaptador y
cebador, utilizado en el ciclo Unico de secuenciacion en direccion 5’ a 3'. Ademas, en

las bibliotecas mate-pair se identificaron ~50.000 (~15%) secuencias con el linker flx
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de 44 pb, lo que incide en el desbalance en zonas medias de las lecturas. El alto
contenido de k-meros (segmentos anormalmente repetidos) en los extremos de las
lecturas, esta también directamente relacionado con la presencia de barcodes,

adaptadores y cebadores.

El resultado del pre-proceso controlado a través de fastQC mostré que
sffToCA, ademas de transformar los archivos desde el formato sff a fastq y frg,
detectar los linkers y dividir las lecturas mate-pair de forma exitosa, mejord el puntaje
de calidad por base y removié lecturas cortas, y duplicadas de forma muy efectiva.
Las instrucciones para realizar estas tareas estan codificadas en los archivos nativos
454 (archivos binarios sff), y basta con indicar a sffToCA que se trata de lecturas tipo
454 para habilitar las instrucciones de pre-proceso. No obstante, esto no fue siempre
suficiente, en particular en la biblioteca de Leptospira sp., y el puntaje de calidad por
base fue mejorado con Prinseqg-lite (>30 en puntaje Phred), ademas se ejecutaron
pequefios cortes progresivos en los extremos 5’y 3’ de las secuencias, para adecuar
el contenido de bases, cuando fue necesario. Un problema frecuente en la etapa de
pre-proceso, es la remocion de un porcentaje demasiado alto de secuencias, lo que
implicaria perder informacion que puede afectar los analisis posteriores. Al cabo del
pre-proceso, el porcentaje de secuencias sobrevivientes fue de un 72% para las
bibliotecas mate-pair y de 61% para la biblioteca single-end de Beggiatoa sp. HS. Por
otra parte, el 86% de las lecturas de la biblioteca single-end de Leptospira sp.
sobrevivieron. En el presente trabajo se consideré que la remocion de secuencias fue
apropiado y no supuso un riesgo para los analisis posteriores, ya que todas las
bibliotecas conservaron a lo menos el 72% de las secuencias, a excepcion de la
biblioteca Beggiatoa_ V3 (61%), tras el tratamiento de las lecturas. Un pre-proceso
satisfactorio de las lecturas, aumenta la probabilidad de reconstruir los genomas de
manera mas precisa y no perder informacién valiosa que puede provocar un

ensamblaje defectuoso.
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2. Reconstruccion de los genomas de Beggiatoa sp. HS y Leptospira sp. a

través de ensamblaje de novo

Un ensamblaje es una estructura de datos jerarquica que asigna secuencias
en contigs y contigs dentro de scaffolds. Donde los scaffolds son estructuras con
contigs ordenados y orientados (Miller et al., 2010). Por tanto, un genoma
ensamblado, puede estar a nivel de contigs o a nivel de scaffolds, siempre y cuando
se disponga de bibliotecas paired-end o mate-pair que entreguen informacion de
distancia entre lecturas, que permitan unir y ordenar contigs, siendo en ambos
niveles de ordenamiento posible predecir genes. Por otra parte, el ensamblaje de
novo es la alternativa estandar a la reconstruccion de genomas denominada mapeo,

no utilizando un genoma como referencia.

La reconstruccion de los cromosomas tanto de Beggiatoa sp. HS y Leptospira
sp. son borradores del genoma o draft, los cuales pueden contener errores y
fragmentacion. En este contexto, solo los genomas que tras la reconstruccion
contienen a lo méas 1 error por cada 10.000 bases y no presentan fragmentacion son

considerados como genomas finiquitados (Campbell et al., 2007).

El ensamblaje de novo de los genomas de Beggiatoa sp. HS y Leptospira sp.
se llevd a cabo utilizando las herramientas Celera, Newbler y MIRA. Como
antecedente es importante sefialar que los ensambladores Celera y Newbler utilizan
el algoritmo denominado OLC, el cual es apropiado para secuencias mayores a 100
pb. Siendo Newbler desarrollado en particular para trabajar sobre secuencias de
tecnologia 454 vy distribuido por 454 Life Sciences. No obstante, y a pesar de los
preceptos que permiten intuir qué herramientas son mejores que otras en
determinada situacion, es dificil predecir cual de ellas rendira finalmente el mejor
resultado (Ekblom et al., 2014).

De acuerdo a las métricas de ensamblaje, el genoma de Beggiatoa sp. HS
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ensamblado a nivel de contigs, obtenido a través de Celera, resulté ser el de mejor
calidad. Logrando un genoma de 6,25 Mb, 806 contigs, N50 de 29,3 kb, tamafio
maximo de contigs de 113 kb, tamafio medio de contigs de 7,6 kb y una profundidad
de ensamblaje de 32x. En términos generales, la profundidad depende del contenido
de GC del genoma, el objetivo del estudio y la plataforma de secuenciacion utilizada.
Como regla general, se considera que una profundidad de al menos 20x es
necesaria en ensamblaje de novo de un nuevo organismo (Chiu y Miller, 2016). Por
otra parte, los ensamblajes rendidos por Newbler y MIRA presentaron una
profundidad de 15x y 11x, respectivamente.

Tanto Celera como Newbler tienen la capacidad de ordenar y unir contigs
dentro de scaffolds, valiéndose de la informacion de distancia contenida en las
secuencias mate-pair. A este nivel de ensamblaje, Celera fue nuevamente el que
presentd mejores resultados globales, generando un genoma de menor tamaiio (6,2
Mb versus 6,3 Mb de Newbler), un N50 (67 kb versus 48 kb de Newbler) y tamafio
maximo de scaffold superiores a los rendidos por Newbler (289 kb versus 195 kb de
Newbler). Sin embargo, Newbler fue levemente superior en tamafio medio de
scaffolds (12 kb versus 11 kb de Celera) y rindié un numero inferior de scaffolds (487
vs 560 scaffolds de Celera).

En busca de mejorar las métricas de ensamblaje de ambos genomas se siguio
la estrategia de conciliar los ensamblajes de Celera, Newbler y MIRA, con el software
CISA. El genoma de Beggiatoa sp. HS conseguido tras la conciliacion con CISA
presentd métricas superiores al ensamblaje a nivel de contigs obtenido con Celera.
No obstante, el genoma resultante tras ordenar los “super” contigs generados con
CISA dentro de scaffolds utilizando la herramienta de scaffolding SSPACE, present6
métricas inferiores al genoma a nivel de scaffolds generado con Celera,
considerando el N50 y tamafio maximo de scaffold (Ademas de aumentar el
contenido de GC de 39,8% a 43,7%). Este resultado mostr6 menor efectividad de

SSPACE para unir y ordenar los contigs de CISA dentro de scaffolds (Unié 22 contigs
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dentro de scaffolds) que Celera, el cual fue mas efectivo al ordenar y unir contigs
dentro de scaffolds. Probablemente, debido a que el flujo de trabajo de SSPACE solo
considera a la herramienta Bowtie, altamente recomendado para secuencias <75 pb
y la opcion “bwasw” del mapeador BWA, apropiado para secuencias provenientes de
plataformas lllumina <100 pb (No siendo posible utilizar la opcion “mem”; enfocadas
en lecturas >100 pb y hasta 1000 pb), para la etapa de alineamiento entre los contigs
usados como entradas y las bibliotecas mate pair utilizadas. En consecuencia, y a
pesar de la reduccién del numero de contigs y scaffolds realizado por CISA y
SSPACE, se descartd el genoma generado por esta via, en beneficio del genoma
generado con Celera al nivel de scaffolds, el cual fue seleccionado para la etapa de
anotacion. Por otra parte, no existe un gran nimero de programas enfocados en
hacer scaffolding con secuencias mate-pair provenientes de tecnologias 454,
probablemente debido al retiro de estas plataformas del mercado activo, lo que

implica una baja progresiva en su utilizacion.

Actualmente existen solo algunos borradores de genomas y un par de
genomas finiquitados cercanos taxonémicamente a Beggiatoa sp. HS (Tabla 5). El
tamafio de genoma de Beggiatoa sp. HS obtenido esta en medio de los tamarfos
informados en estos genomas. Siendo los de de C. Isobeggiatoa de 7,6 Mb
(MuBmann et al. 2007), C. Maribeggiatoa de 4,7 Mb (Mcagregor et al. 2013) y
Thioploca ingrica de 4,8 Mb (Kojima et al.,, 2014). Mas abajo estd Beggiatoa
leptomitiformis de 4,2 Mb (Fomenkov et al., 2015). De los genomas existentes; C.
Isobeggiatoa, C. Maribeggiatoa y C. Parabeggiatoa son marinos, pero a diferencia de

Beggiatoa sp. HS poseen enormes vacuolas para almacenar nitrato, mientras que
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Tabla 5. Genomas relacionados con Beggiatoa sp. HS obtenidos en proyectos

anteriores.

I 3 e e ey
Beggiatoa HS sp 6,2 9,8 2%233 Celera - 454 GS-FLX
C. Maribeggiatoa 4,7 NI 822 (ctg) Celera é\?agf(rzegfé) 45ti1a?1§::rl1_x

C. Isobeggiatoa 7,6 39 5((%)9 Newbler el\t/lglr.Sr&%rg;) 454

C. Parabeggiatoa 1,3 43 1((23)1 Newbler e“:';??;a()%r]?) 454
Thioploca ingrica* 4,8 41 38 (scf) Platanus ot I;?ji(r;gll 4) lllumina MiSeq
IBef)?g/{l?l'l;?f?)rmis* 42 5 (1(:2(:‘; H8$5§r+ ;‘OaTe(gléi\é) PacBio RSII

* Genoma finiquitado.

NI = No informa dato.

scf = Namero de scaffolds.
ctg = Numero de contigs.

Fuente: Elaboracion propia.

Beggiatoa leptomitiformis, Beggiatoa alba (no mostrado en Tabla 5) y Thioploca
ingrica son de agua dulce y no poseen vacuolas. Por otra parte, el contenido de GC
(39,8%) Beggiatoa sp. HS, es bastante cercano a los genomas relacionados, el que
varia entre el 39 y el 43% en contenido de GC (Tabla 5). Se estima que el contenido
de GC en genomas bacterianos variaria entre el 15% y ~85% (Land et al., 2015),
genomas que ademas tienden a ser mas grandes y tener un mayor contenido de GC
en habitats complejos (Karpinets et al., 2012), lo cual se corresponde con el gran

tamafo de genoma de Beggiatoa sp. HS.
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La variacién de GC se atribuye generalmente a las diferencias en el patron de
mutacion entre bacterias y el ambiente en el que se desarrollan, y a pesar que dentro
de un mismo grupo pueden existir variaciones, es altamente esperable que un grupo
taxondmicamente cercano coincida en el contenido de GC (Hildebrand et al., 2010;
Lassalle et al., 2015).

Por su parte, el borrador del genoma de Leptospira sp. de mayor calidad,
considerando el menor niumero de contigs (1.057), menor tamafio de genoma (6,8
Mb), mayor N50 (18 kb), tamafio méaximo de contig (88 kb) y cobertura promedio
(23.5x), fue generado por Celera. La alta fragmentacion de los genomas entregados
por Newbler (1.199 contigs >500 pb) y MIRA (1.741 contigs > 500 pb) coincide con el
gran tamafno de genoma generado, 7,9 y 9,1 Mb (contigs >500 pb) respectivamente.
Ademas, ambas herramientas de ensamblaje generaron un alto nUmero de contigs y
baja cobertura, en ambos casos <11X. Por ultimo, el contenido en GC de los

ensamblajes hecho con las tres Celera, Newble y MIRA fue el mismo; ~32% de GC.

Tras la conciliacién de los ensamblajes con CISA, se generé un genoma con
mejores métricas y se redujo el nimero de contigs de 1.057, en el ensamblaje por
Celera, a 257 contigs. Aumento ostensiblemente el N50 y el tamafio maximo y medio
de contigs, ademas aumenté levemente el tamafio del genoma de 6,82 a 6,89 Mb. El
aumento en el tamafio del genoma tras la conciliacion de ensamblajes, se podria
haber producido debido a la extension de regiones superpuestas entre contigs.
Resultados similares en contiglidad de genoma se ha documentado en otros
proyectos genomicos tras utilizar CISA, como en la generacién del borrador del
genoma de la cyanobacteria Cyanobacterium Aphanizomenon (Sulcius, et al., 2015)
y en la generacion de cuatro cepas de Leptospira interrogans; Acegua, RCA, Prea 'y
Capivara (Kremer et al., 2016). A diferencia de Beggiatoa sp. HS, Leptospira sp. no
cuenta con lecturas de tipo mate-pair, las que posibilitan ordenar contigs dentro de
scaffolds. En consecuencia, el genoma obtenido con CISA a nivel de contigs, resultd

de mayor calidad que los realizados de forma individual con Celera, Newbler y MIRA
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y no modificé el contenido de GC (32,3%), siendo considerado como el de mejor

calidad y seleccionado para la etapa de anotacion.

Por otra parte, el género Leptospira contiene cepas serolégicamente
clasificados en mas de 250 serovares patdgenos, intermedios y saprofitos
clasificados en 22 especies diferentes (Adler et al., 2014; Kremer et al., 2016).
Segun la literatura revisada en el presente trabajo de tesis, no existiria hasta el
momento algun registro previo de alguna especie de leptospira marina de vida libre.
No obstante, existen algunos genomas de especies de Leptospira disponibles,
tomados desde otras fuentes (Tabla 6). El tamafio del genoma de Leptospira sp.
obtenido esta por sobre el rango de tamafos observados en otros genomas de
Spirochaeta y Leptospira. En la Tabla 5 se observa que las cuatro cepas de
Leptospira interrogans poseen un rango de tamafo de genoma entre 4,43 y 4,68 Mb,
cercanos a una especie de Spirochaeta denominada S. smaragdinae de 4,65 Mb
(Mavromatis et al., 2010). Por otra parte, el contenido de GC del genoma de
Leptospira sp. (32,3%) es bastante cercano al reportado en genomas de distintas
cepas de Leptospira interrogans (~34% de GC). Algo importante de remarcar es que
en casi todos los proyectos listados en la Tabla 6, se utilizaron distintas
aproximaciones de secuenciacion, mezclando tecnologias 454 de Roche y lon
Torrent con lllumina, buscando probablemente mayor contigiidad y cobertura en los

ensamblajes resultantes, algo comdn hoy en dia.

Por otra parte, la alta fragmentacion de los genomas obtenidos tras el
ensamblaje de novo puede explicarse en parte debido a la amplificacion por MDA del
ADN desde un solo filamento bacteriano previo a la secuenciacion. Tal como advierte
Kojima et al. (2014); la amplificacibon MDA puede ser eficaz para hacer frente a la
diversidad genética entre organismos morfolégicamente indistinguibles que habitan
en el mismo sedimento, pero existe el riesgo de generar secuencias quiméricas

durante el proceso de amplificacion.
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Tabla 6. Genomas relacionados con Leptospira sp. obtenidos en proyectos

anteriores.

contigs/

Taxoén tamaino ensamblador publicacién tecnologia
scaffolds
Celera - Newbler
L. HS sp. 6,8 32,3 257 (ctg) _MIRA - CISA -- 454 GS-FLX
; Chou et al. .
L. santarosai 3,93 41,8 111 (ctg) MAQ (mapeo) (2012) lllumina
S. Newbler + . .
. 58 (ctg) Mavromatis lllumina
smaragdlnae 4,65 48,9 1 (scf) hred/Phrap/ et al. (2010) 454 Roche
Consed
L.
interrogans 4,68 35 158 (scf) A5-SGA-Ray | Kremeretal. |\ 1ina MiSeq
CISA (2016)
Acegua
L. A5 — SGA - Ray . .
interrogans 4,43 35 89 (scf) | MIRA — Newbler - Kre(n;g;g)t al ”Illjg::qir'\r/le'ﬁteq
RCA SPAdes — CISA
L. A5 — SGA — Ray . .
interrogans 4,44 35 106 (scf) | MIRA — Newbler - Kre(rgg;g)t al. ”hfcr)nr:r']r%r'\r/gﬁf q
Prea SPAdes — CISA
L.
. MIRA — Newbler | Kremer et al.
mct:errpgans 451 34 160 (scf) SPAdes — CISA (2016) lon Torrent
apivara
Roche . .
L. lllumina HiSeq
2
interrogans 4.45 34 (ctg?) gsAs_sembIer Alt et al. 454 ELX-
PigK151* 1 (scf) version 2.8 (2015) Titanium
MIRA 3.4

* Genoma finiquitado.
NI = No informa dato.

ctg = Numero de contigs.
scf = NUumero de scaffolds.

Fuente: Elaboracion propia.

En consecuencia es presumible que a causa de la presencia de tales
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secuencias quiméricas y/o otras dificultades (Ej. secuencia cortas y regiones
repetidas en los genomas) el ensamblaje de los genomas arroje un gran numero de
contigs como los ensamblajes ensayados con Newbler y MIRA de Beggiatoa sp. HS
y Leptospira sp. y aun mayor, como el caso de C. Isobeggiatoa (5.619 contigs),
detallado en la Tabla 5.

3. Anotacion de los genomas de Beggiatoa sp. HS y Leptospira sp.

3.1 Anotacion general y filogenia de los genomas de Beggiatoa sp. HS y Leptospira

sp.

Tras la anotacion del draft del genoma de Beggiatoa HS sp. se identificaron
5.220 genes candidatos, 5 ARNr, 43 ARNt y un ARNtm. Del nimero total de genes
candidatos identificados, solo 3.061 de ellos tienen funcién conocida. Esto resulta
similar al namero total de genes identificados en el genoma de Thioploca ingrica
(genoma = 4,8 Mb) (Kojima et al., 2014), en el cual se identificaron 3.964 genes. Por
otro lado, el nimero de genes aumenta de forma importante en el genoma de; C.
Isobeggiatoa (genoma = 7,6 Mb) (MuBmann et al. 2007), en el cual se identificaron
6.686. El numero de genes predichos en un genoma determinado, pareciera estar
relacionado con el tamafio del genoma, ya que a mayor tamafio, mayor es el nUmero
de genes predichos. No obstante, s6lo una fraccion es identificada con una funcion
conocida, quedando el resto como codificantes de proteinas hipotéticas. En efecto,
del total de genes identificados en Beggiatoa sp. HS, el 58% tiene una funcion
conocida. En consecuencia, en los genomas mas fragmentados y con mayor tamafio,

se tiende a sobreestimar el numero de genes identificados.
En el borrador del genoma de Leptospira sp. se detectaron 7.151 genes, tres

ARNr; un 16S y dos 5S, 35 ARNt y un ARNtm. La tendencia establecida

anteriormente se repite, coincidiendo un alto niumero de genes, con el tamafio de
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genoma generado (Leptospira sp. = 6,8 Mb). Sin embargo, solo 3.785 genes poseen
funcidén conocida, lo que representa el 52% de los genes totales. A diferencia del
genoma de Beggiatoa sp. HS, no fue posible detectar el gen 23S de ARNT,
probablemente debido a los defectos del ensamblaje. En los genomas relacionados
de cepas de Leptospira interrogans; Acengua, RCA, Prea y Capivara, se reporta la
presencia de un niamero de genes que va desde 3.591 (RCA) a los 4.146 (Capivara)
(Kremer et al., 2016). Una cantidad bastante menor que los genes predichos en
Leptospira sp. Sin embargo, los ARNt identificados van entre los 33 y 37, lo que es
muy similar a Leptospira sp. Por otra parte, en el genoma de Leptospira interrogans
PigK151, se identificaron 3,486 genes (genoma = 4.4 Mb), 37 ARNt, una copia de 5S
ARNr y dos copias del gen 16S de ARNr (Alt et al., 2015).

Tanto en el genoma de Beggiatoa sp. HS y Leptospira sp. se identifico sélo un
gen 16S de ARNI, lo que sugiere ausencia de contaminacion con material genético
de otros organismos bacterianos. El gen de 16S de ARNr es el marcador molecular
mas utilizado en la identificacion de bacterias, ya que posee una funcionalidad
constante y por lo tanto se asume como un cronémetro molecular valido, esencial
para inferir relaciones filogenéticas precisas entre organismos (Srinivasan et al., 2015
). El arbol filogenético construido para Beggiatoa sp. HS utilizando el gen 16S de
ARNr (Figura 19) confirmé que pertenece a la familia Beggiatoacea, la cual agrupa a
grandes bacterias sulfuro-oxidantes, ubicAndose en un multi-clado conformado por
cepas de Beggiatoa spp. no cultivadas (Grunke et al., 2012), Beggiatoa sp. MS-81-6
(Hinck et al., 2007) y Beggiatoa sp. Arauama |l (de Albuquerque et al., 2010) con una
probabilidad del 88%, todas correspondientes a cepas de tipo litotrofas. Dentro del
grupo de bacterias sulfuro-oxidantes, hay bacterias que almacenan altas
concentraciones de nitrato dentro de vacuolas, utilizandolo para oxidar sulfuro,
mientras aquellas como Beggiatoa sp. HS, Beggiatoa sp. MS-81-6 y Beggiatoa sp.
Arauama Il carecen de vacuolas, y pueden captar nitrato desde el ambiente o utilizar

oxigeno para oxidar sulfuro.
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El arbol filogenético de Leptospira sp., fue construido en base al gen de 16S
de ARNr y el método Bayesiano (Figura 20), mostro que efectivamente pertenece a
la familia Spirochaetaceae. De esta forma, el arbol filogenético indico que con un
60% probabilidad la bacteria est4 relacionada con Leptospira interrogans y con 100%
con el género Leptospira. Formando parte de un multi-clado junto a L. weilii, L.
santarosai, L. borgpetersenii y L. kirschneri. Todas estas especies son conocidas por
causar la grave enfermedad de leptospirosis en animales y infecciones zoonaéticas en

seres humanos (Kremer et al, 2016).

3.2 Anotacion funcional del genoma de Beggiatoa sp. HS y Leptospira sp.

La anotacion funcional del borrador del genoma de Beggiatoa sp. HS de
acuerdo a la clasificacion de los genes candidatos dentro de familias de proteinas
funcionalmente relacionadas (Figura 16), mostro que existen genes relacionados al
metabolismo de sulfuro (39 genes) y nitrégeno (69 genes), asi como también al
metabolismo del fésforo (20 genes). La oxidacion de sulfuro, acumulado de forma
intracelular, a través de nitrato y/o oxigeno, es parte central del metabolismo de
bacterias sulfuro oxidantes de la familia Beggiatoacea, consideradas como
quimiolitotréficas (Kamp et al. 2006; Nelson et al., 1983). Ademas, es conocida la
capacidad de acumulacién de polifosfatos y su liberacién al ambiente por parte de
este tipo de bacterias (Brock et al., 2012). En consecuencia, Beggiatoa sp. HS puede
jugar un importante rol en los ciclos biogeoquimicos del nitrégeno, azufre y fésforo,
entre otros, considerando los enormes mantos que pueden formar sobre los
sedimentos (Gallardo et al., 2013). Por otra parte, solo 5 secuencias aparecen
relacionadas con metabolismo secundario, las que son predichas en primera

instancia como hormonas vegetales.

En el genoma de Leptospira sp. parece menos importante el metabolismo del

sulfuro (9 secuencias) y del nitrégeno (41 secuencias), a diferencia de Beggiatoa sp.
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HS. Sin embargo, existe un gran nimero de genes relacionados con el metabolismo
de carbohidratos (255), a diferencia de Beggiatoa sp. HS en cual solo se identificaron
144 genes dentro de ese grupo de proteinas. Otra caracteristica importante en
Leptospira sp. es la presencia de genes relacionados con movilidad y quimiotaxis (76
secuencias), concordante con la frenética movilidad observada in vivo y con la
capacidad de infectar y moverse entre tejidos y fluidos densos como la sangre
(Lehmann et al., 2013). Por otro lado, ambos genomas presentan niveles similares

de genes implicados en virulencia y toxinas.

3.3. Anotacion funcional y estructural de los CGBs identificados en los genomas de

Beggiatoa sp. HS y Leptospira sp.

La identificacion y caracterizacion de los CGBs en los genomas de Beggiatoa
sp. HS y Leptospira sp. se llevo a cabo utilizando de forma concertada la herramienta
de anotacién de CGBs antiSMASH (Utilizando como entrada la anotaciéon de RAST
con formato genbank), junto al anotador Prokka, la base de datos no redundante de
BLASTP y Pfam, ademas de la visualizacion con el programa artemis. Esto permitid
evaluar los genes predichos por antiSMASH como parte de los CGBs, y realizar un
consenso entre todas las herramientas para cada gen y verificar que las predicciones

de genes coincidieran por mas de una sola herramienta.

3.3.1 Anotacion funcional y estructural de los CGBs identificados en el genoma de
Beggiatoa sp. HS

En el borrador del genoma de Beggiatoa sp. HS se identificaron 3 CGBs
candidatos (Figura 21), dos de ellos con arquitectura relacionada a biosintesis de
compuestos de tipo terpeno (CGB tipo Terpeno = 21.082 pb) (Figura 23) y un CGB

con una arquitectura indeterminada (CGB tipo indeterminado = 41.958 pb) (Figura
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22). Por su parte, en el borrador del genoma de Leptospira sp. se identificaron cinco
CGBs candidatos (Figura 24), dos con una arquitectura tipo PKS no candnica (PKS
indeterminado), (Figura 27-29), un CGB con la arquitectura de un PKS tipo | no
convencional; PKS tipo indeterminado-l (Figura 28), un CGB con una arquitectura
central relacionada a biosintesis de compuestos de tipo homoserina lactona (Figura
25) y uno con la arquitectura de un PKS tipo Ill, comunmente relacionados con
sintesis de Chalconas (Figura 26). En consecuencia, en ambos genomas se
identificaron CGBs candidatos, con probable implicancia en sintesis de compuestos
naturales. No obstante, el numero de CGBs identificados fue reducido en
comparacion con microorganismos conocidos por su produccion de MSs. Por
ejemplo, en el borrador del genoma del micro hongo patégeno Aspergillus ustus
publicado recientemente, se identificaron 52 CGBs candidatos (Pi et al., 2015), muy
por encima del numero identificado en en Beggiatoa sp. HS y Leptospira sp. Al
respecto, es bien conocida también la capacidad de grupos de bacterias como los
actinomicetos (Filo: Actinobacteria), los cuales producen gran variedad de
compuestos naturales (Nett et al., 2009), los que podrian ser mas numerosos de los
conocidos hasta hoy, de acuerdo a modelos matematicos propuestos recientemente
(Cimermancic et al., 2014). Sin embargo, un numero reducido de CGBs, pudiera de
igual forma albergar el potencial de generar algun tipo de producto natural novedoso,

con aplicaciones prometedoras.

Aunque en bacterias sulfuro-oxidantes de la familia Beggiatoacea no se ha
investigado profundamente la presencia de CGBs, existen algunos antecedentes
previos, por ejemplo; en el genoma de "Candidatus” Parabeggiatoa sp. se
identificaron varios genes de tipo NRPS y PKS, presumiblemente provenientes desde
cianobacterias (Musmann et al., 2007). Ademas, Li et al. (2013) reportaron el
hallazgo de un nuevo compuesto macrolido, denominado Macplocimine A, aislado
desde la megabacteria C. marithioploca, recolectada desde sedimentos de Chile

central.
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Los terpenos abarcan una amplia gama de compuestos complejos que
pueden actuar como toxinas, sustancias repelentes o atrayentes (Gershenzon y
Dudareva, 2007). Se conocen alrededor de 50.000 metabolitos terpenoides en cerca
de 400 familias estructurales distintas, sobre todo, aislados desde plantas y sélo
unos pocos procedentes de procariotas. Sin embargo, Yamada y colaboradores
(2015) sugieren que la capacidad de biosintesis de terpenos estaria ampliamente
distribuida en bacterias. Tomando como base, la identificacion de 262 secuencias

putativas que codifican para sintasas de terpeno.

Los 2 CGBs candidatos relacionados con biosintesis de terpeno identificados
en Beggiatoa sp. HS son idénticos entre ellos y su tamafio es la mitad del CGB tipo
otro (tamafo = 41.958 pb) identificado en el mismo genoma. La duplicidad del CGB
tipo terpeno es llamativa, no descartandose algun evento de duplicidad de contigs,
no detectada y removida previamente. Sin embargo, existen casos como el de la
bacteria infecciosa Orientia tsutsugamushi, en la que se reportan hasta 20 clUster de
genes repetidos, identificados como efectores de proteina (Toft y Andersson, 2010).
Estos CGBs tipo terpeno estan caracterizados por la presencia del gen ctrb que
codifica para la enzima Escualeno/Fitoeno Sintasa, la cual contiene el dominio activo
“firma” de este CGB (pHMM nombre = phytoene _synth). Contiguo a ctrb se
encuentran numerosos genes reguladores, entre ellos el gen luxR, conocido por su
rol de regulador transcripcional, y Crp el cual ha sido vinculado previamente a la
regulacion del metabolismo secundario en bacterias (Gao et al., 2012) y puede
actuar como represor o activador de la transcripcion. Rol que ha sido reportado en la
expresion del antibidtico Stambomicina A-D en la bacteria S. ambofaciens (Laureti et
al., 2011). Por otra parte, a través de la base de datos Uniprot (ID = D5KXJO) se
identifica a fitoeno Sintasa como parte de la via de biosintesis de fitoeno, que a su
vez es parte de la biosintesis de carotenoides. El gen ctrB que codificaria para
fitoeno Sintasa en Beggiatoa sp. HS, posee alta identidad con genes de Thioploca
ingrica, Beggiatoa alba, Beggiatoa leptimitiformis y Candidatus Parabeggiatoa sp.

Sugiriendo que tal vez la capacidad de biosintesis de terpenos es una caracteristica
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comun de este grupo. Por otra parte, el CGB tipo terpeno identificado, es similar en
un 14% con un cluster identificado previamente en la bacteria metano-oxidante

Methylobacter tundripaludum (Wartiainen et al., 2006).

El CGB candidato tipo indeterminado (Figura 22), identificado en el genoma de
Beggiatoa sp. HS contiene un gen (gen pkj) que codifica para una enzima con
dominios A (pHMM = AMP-binding) y CP (proteina portadora; pHMM = PP-binding),
los que sirven como identificadores para el CGB. En la primera etapa de la ruta
biosintética, el dominio A cataliza una adenilaciéon dependiente de ATP de un
aminoacido. EI mondémero se transfiere entonces a un CP, al cual post-
traduccionalmente se le ha dotado con un brazo de fosfopanteteina, llamado dominio
de tiolacion (T) o proteina portadora de peptidil (PCP) en los NRPS y proteina
portadora de acilo (ACP) en los ensamblajes multienzimaticos de tipo PKS (Millano
et al., 2013). La deteccién del tandem de dominios A-CP (CP: tiolacion) dentro de una
secuencia, es utilizada como identificador para clasificar un CGB candidato como
indeterminado por antiSMASH. Esto se debe a la ausencia del dominio de
condensacion C en el médulo. De hecho, la regla fundamental para determinar un
“verdadero” modulo NRPS es la deteccion de la combinacion de modulos A-C. Ya
gue existen numerosas enzimas con la estructura de dominios A-CP (CP: tiolacion)
gue no son “verdaderos” NRPSs, tales como aquellas que estan dedicadas a la
sintesis de aminoacidos no proteinogénicos (Comunicacion personal con el Dr.
Marnix Medema, Wageningen UR, Holanda). Ademas, se identifica la presencia de
un dominio AT (gen plsC), el cual forma normalmente parte esencial de los CGB tipo
PKS, y son responsables de cargar un ACP con un acil-coenzima-A especifico. A
pesar que la secuencia aminoacidica codificada por el gen pksj presenta cierta
homologia con la enzima envuelta en la via de sintesis del antibiotico Bacillaene, un
inhibidor de la sintesis de proteinas en procariotas, producida por Bacillus subtilis
(Patel et al., 1995). No obstante la ausencia de un dominio de condensacién, este
CGB puede estar relacionado con sintesis de algun MS no canénico.
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3.3.2 Anotacion funcional y estructural de los CGBs identificados en el genoma de

Leptospira sp.

Los CGBs candidatos identificados en el borrador del genoma de Leptospira
sp. son superiores en numero y diversidad que los CGBs candidatos identificados en
el borrador del genoma de Beggiatoa sp. HS. El primero de los 5 CGBs identificados
tiene una arquitectura de tipo homoserina lactona (Figura 25). La identificador de
este custer corresponde al dominio biosintético codificado en el gen tag-15 (Nombre
de gen indefinido), el que codifica para un dominio Autoinducer Synthetase (pHMM =
Autoind_synth) o Acyl-homoserina Lactona. La arquitectura de este CGB luce sencilla
en relacion a otros CGBs, como; PKS tipo Otro (Contig 185) Figura 27) y PKS tipo
otro-I (Contig 187) (Figura 28), ya que solo estd compuesto por una enzima
biosintética (Autoind_synth), y tres genes reguladores (Crp, kinE y rpfC). El gen Crp
codifica para Cyclic AMP receptor protein, el cual y como se menciond en la
descripcion del CGB tipo terpeno identificado en Beggiatoa sp. HS, es un regulador
transcripcional que controla diversos procesos celulares en bacterias, incluyendo
sintesis de MSs. Este efecto regulatorio fue demostrado por Gao y colegas (2012),
los que evidenciaron que Crp actia como un regulador clave del metabolismo
secundario y produccién de antibioticos en la bacteria Streptomyces coelicolor,
demostrando que puede coordinar y ejercer como precursor del flujo del metabolismo
primario al secundario. Los productos derivados de homoserina lactona son
conocidos por estar implicados en el proceso de quorum sensing, el cual actia en
bacterias evaluando la densidad local de la poblacion, a través de pequefias
moléculas y péptidos (Waters y Bassler, 2005), y controla la expresion génica en
respuesta al crecimiento de densidad celular. Este CGB presenta poca similitud con

algun otro cluster conocido.
Los CGBs candidatos identificados en los contigs 185 (Figura 27) y 200

(Figura 29) en Leptospira sp. no clasifican dentro de ninguna categoria conocida (tipo
indeterminado). Sin embargo, el gen pksJ (4.136 pb) del CGB candidato tipo
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indeterminado (tamafio = 28.694 pb) identificado en el contig 185, codifica para una
enzima multidominio, muy similar a un moédulo PKS tipo I, contando con los tres
dominios esenciales KS, AT y CP, excepto por el tipo de dominio PKS inusual hglg, el
cual es un tipo similar a dominios KS de enzimas PKSs (hgiE: Heterocyst glycolipid
tipe IE) y es el que le da el caracter o identificador al CGB. La base de datos Uniprot
identifica al gen pksJd (ID = B2HIL7) como homodloga de una enzima tipo PKS (en
Mycobacterium marinum) relacionada con la biosintesis de acidos grasos. Contiguo
al gen pksJ se ubica el gen pksL, el cual codifica para un dominio opcional KR y es
sindicado como un intermediario de la sintesis de un tipo de antibiético denominado
Bacillaene producido por una cepa de Bacillus subtilis. Adicionalmente, se encuentra
el dominio opcional DH (gen tag-3) y un par de enzimas (genes fcl y galE)
relacionada a epimerizacién. hglE es una version inusual de genes identificados en
cianobacterias como Nostoc punctiforme (Campell et al., 1997). En esta
cianobacteria se determiné que hglE esta involucrada en la sintesis de glicolipidos de
heterocistos (proceso diferenciador en la cual se genera un ambiente intracelular
anoxico y se genera una capa externa aislante de polisacéridos y glicolipidos). De
acuerdo a la busqueda BLAST del CGB, se determina una similaridad de un 22% con
varias cepas de Microcystis aeruginosa y un 28% con un CGB de Nostoc sp. PCC
(Heterocyst_glycolipids biosynthetic BGC0000869 cl). Estas observaciones
sugieren la posibilidad de que este CGB haya sido incorporado desde cianobacterias
por transferencia horizontal. Sin embargo, no se podria descartar la posibilidad de
que el CGB esté implicado en la sintesis de algun tipo de antibiético similar

Bacillaene, o a otro tipo de compuesto indeterminado.

Por otro lado, el tipo de enzimas y distribucion del CGB tipo indeterminado
identificado en el contig 185 no posee una estructura tipo PKS modular candnica.
Estando conformado por una enzima multidominio (gen pksJ) y tres dominios PKS
codificados en enzimas diferentes, de tipo no modular (pksL, tag-3 y pksk). Una
situacién similar a lo que ocurre en los CGBs PKS tipo Il, los que cominmente se

organizan conteniendo dominios cataliticos en enzimas independientes. Lo que
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confiere al presente CGB una arquitectura hibrida, una especie de estado transitorio
entre PKS | y PKS Il. A este respecto, Wang et al. (2014) sugieren que las enzimas
biosintéticas no modulares, no candnicos, no son tan extrafias en bacterias, ya que
Proteobacteria, Actinobacteria, Firmicutes, y Cyanobacterias contienen este tipo de
arreglos de genes y son susceptibles de producir una amplia variedad de productos
naturales de tipo PKS y NRPS.

El segundo CGB PKS tipo otro; identificado en el contig 200 (Figura 29), al
igual que el CGB anterior, posee un dominio activo de tipo inusual y similar a PKS;
hgID, junto a un dominio KS, codificados en el gen ppsA, el cual fue utilizado por
antiSMASH como firma. Sin embargo, la anotacion realizada con prokka y la base de
datos Uniprot, ppsA y ppsC, sugieren que estos estarian ligados a la biosintesis de
lipidos._Por otra parte,_los tres genes contiguos; pksN, eryA y pksJ, presentan alta
homologia con enzimas que toman parte en biosintesis de antibidticos. pksN (Uniprot
ID = 031782) codifica un dominio KS y pksJ (Uniprot ID = P40806) un dominio DH,
los que aparecen vinculados a la biosintesis del antibidtico Bacillaene. Por su parte el
gen eryA (Uniprot ID = Q03132) codifica para un dominio AT homoélogo de un
intermediario de la biosintesis del antibiotico eritromicina (Khosla et al., 2007). Junto
a todos los dominios putativos de tipo PKS aparecen los genes tag-3 y tag-4, las que
codifican para dominios de tipo Lantipéptido (adh_short). Los Lantipéptidos
pertenecen a una familia de péptidos policiclicos que se caracterizan por la presencia
de los aminoacidos tioéter lantionina y metillantionina (Piper et al., 2009). Estos
compuestos estan ampliamente distribuidos en especies taxondémicamente distantes
y agrupan desde compuestos antimicrobianos a antialodinicos (Zhang et al., 2015).
Este CGB candidato al igual que el anterior CGB tipo Otro posee una arquitectura no
convencional. Excepto por la secuencia ppsC, la cual aparenta codificar para una
enzima tipo PKS | multidominio, todos los deméas dominios son codificados de forma
individual, caracteristica fundamental de las PKS tipo Il. Toda esta complejidad, abre
la posibilidad de sintesis desde glicolipidos hasta algun tipo de antibiético, como por

ejemplo alguno similar a bacillaene, eritromicina u otros tan variados como
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lantibioticos. Es muy sugerente que en un tramo de ~10 Kb se encuentren contiguos
numerosos genes biosintéticos relacionados con vias de biosintesis de MSs, y es
altamente probable que aquel tramo esté implicado en la sintesis de algu MS
indeterminado. Por otra parte, a pesar que no se identifican genes reguladores, estos
podrian estan alejados del cluster y ejercer accion reguladora de igual forma, si el

cluster fuera funcional.

Los CGBs candidatos PKS tipo Il (Figura 26) y PKS tipo indeterminado-I
(Figura 28) identificados en los contigs 172 y 187, respectivamente, estan dentro de
dos de las tres categorias canonicas de PKSs. No obstante, el CGB PKS tipo
indeterminado-I, posee un componente no candnico con la presencia de un inusual
dominio PKS (hglE). EL CGB candidato PKS tipo Il de ~30 kb de extension posee un
gen (tag-8) que codifica para los dominios C y N de Chalcona sintasa (CHS),
utilizado como identificador. Las CHSs son una superfamilia de enzimas PKS tipo |l
presentes en plantas y bacterias que forman homodimeros (Austin y Noel, 2003). Su
anico sitio activo en cada mondémero cataliza la iniciacidon, extensién y reaccion de
ciclacion de forma iterativa para formar productos de policétidos. A pesar de su
simplicidad estructural, las PKSs tipo Il producen una amplia gama de compuestos
tales como chalconas, acridina, floroglucinoles, estilbenos y lipidos de resorcinol (Yu
et al., 2012). En plantas las CHSs son enzimas muy importantes, las cuales catalizan
la primera etapa de la biosintesis de flavonoides, los cuales toman parte en defensa
antimicrobiana, pigmentacion, fotoproteccion UV vy fertilidad del polen. Por otra parte,
los dominios CHS identificados en el CGB tipo lll de Leptospira sp., seria parte de la
familia Chalcona Sintasa/Estilbeno Sintasas (CHS/STS), las cuales presentan mucha
mas divergencia entre ellas que las presentes en plantas y son consideradas como
“similares” a CHSs. Contrariamente a las CHSs previamente identificadas en plantas,
las CHS/STS prefieren moléculas de partida distintas, ademas difieren en el nimero
de adiciones de acetilo que catalizan, y su mecanismo de terminacién de cadena,
incluyendo los patrones alternativos de ciclacién intramolecular (Austin y Noel, 2003).

Desde que la primera PKS tipo Il en bacteria se descubrié en 1999 (Funa et al.,
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1999), se han caracterizado cinco grupos de PKS tipo Ill en bacterias hasta el 2012,
en base a las estructuras de los productos que generan (Yu et al., 2012). Entre ellos
los tipos RppA en Streptomyces griseus, el tipo PhD identificado en Pseudomonas
fluorescens, el cual genera un producto de floroglucinol a partir de tres unidades de
malonil-CoA vy el tipo alkylpyrones synthases, el cual incluye a germicidina sintasa,
relacionado con la construccion de varios alquilpironas con propiedades antifungicas
en S. coelicolor (Claydon et al., 1987). Por otra parte, asociado a este cluster se
identific6 una secuencia que codifica para un regulador de respuesta (Response
regulador PleD), el cual es un regulador global. Normalmente este tipo de genes se
encuentran fuera de los CGBs y pueden influir de forma pleiotropica en la produccion
de MSs (Park y Choi, 2015). Ademas, se identifico la presencia de dos genes que
codifican para un dominio AT y A. No obstante, estos no serian requeridos, ya que
cada sitio activo de la enzima CHS/STS posee la capacidad de catalizar por si mismo
la reaccion de iniciacion, elongacion y ciclizacion de un producto de policétido de

forma iterativa (Yu et al., 2012).

El dltimo CGB candidato fue identificado en el contig 187, y corresponde a un
CGB PKS tipo indeterminado-I (Figura 28). Este codifica para tres enzimas (pksj_1,
pks_2 'y ppsE) multidominio tipo PKS I, las que se organizan en médulos individuales.
Las enzimas PKS tipo | generalmente consisten en grandes enzimas multidominio,
organizadas en moédulos (Centeno-Leija et al., 2016). Cada médulo es responsable
de un solo ciclo de alargamiento de la cadena de policétidos, y el nimero de médulos
con frecuencia se correlaciona con el nimero de ciclos de extension. Un ejemplo
prototipico de esta subfamilia de enzimas es la 6-desoxieritronolida B sintasa
(DEBS), que participan en la biosintesis de eritromicina (Khosla et al. 2007). En las
enzimas PKS tipo | cada médulo contiene dominios CP, KS y AT que extienden la
secuencia lineal de un intermediario por dos atomos de carbono. El AT carga el CP
con un blogue de construccion de un acil-CoA especifico, y el KS corriente abajo
cataliza la formacion del enlace carbono carbono entre el intermedio y el acil-ACP

(Dutta et al,. 2014). A pesar que el CGB identificado estaria formado por enzimas
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multidominios, este difiere un tanto de los modelos arquetipicos. En particular el gen
pks_1 codifica para los tres dominios esenciales en un modulo PKS tipo I; KS, AT y
CP. No obstante, posee un subdominio adicional e inusual denominado hgID, similar
al dominio KS de las PKSs. Por otra parte, el gen contiguo pksj 2 codifica solo para
dos dominios opcionales KR y DH, estando ausente los dominios KS, ATy CP, y el
gen ppsk codifica para los tres dominios esenciales, pero el dominio KS es
reemplazado por el dominio inusual hglE similar a PKS (KS). En consecuencia, el
presente CGB posee una arquitectura general tipo PKS |, pero la presencia de los
dominios inusuales hglE y hglID, le agregan ademas el caracter de indeterminado.
Por otro parte, no se logra identificar algan dominio Tioesterasa (TE), el que debiese
estar en el modulo final, ejecutando la liberacién del producto de policétido, a través
de hidrdlisis o ciclacién (Dutta et al., 2014). La ausencia del dominio TE, pudiera
deberse a que esta coincidiendo en ubicacion con algun otro dominio, en calidad de
subdominio, siendo pasado por alto por las herramientas de anotacion, o debido a las
fallas de ensamblaje, lo que pudo truncar alguna de las secuencias que
originalmente lo codificaba. Por otro lado, el producto del gen pksk, contiguo al gen
ppsSE, es controversial. El anotador Prokka lo reconoce como un gen que codifica
para una enzima PKS (Uniprot ID = O34787). No obstante, Blastp y Pfam, indican un
dominio activo relacionado con a wuna proteina portadora de acilo S-
malonyltransferase FABD. La ontologia génica de pksk presente en Uniprot, coincide
con la identificacién funcional anterior, pero también lo ubica como un intermediario
importante en la sintesis del antibidtico Bacillaene (41% de identidad con pksk de
Bacillus subtili), actuando probablemente como aciltransferasa. Sumado a los genes
biosintéticos, se identificaron dos factores de transcripcion; ylaC y tag-21. Estos
factores de iniciacién sigma promueven la union de la ARN polimerasa a sitios de
iniciacion especificos y luego son liberadas. En medio de estos dos factores se
identificd al activador transcripcional Crp, el cual ha sido relacionado con regulacion
del metabolismo secundario y de la produccion de antibiéticos. De esta forma, se
podria estimar que este conjunto de genes, junto al transportador btuB, tendrian el

potencial de participar en la sintesis de algun metabolito, probablemente de tipo
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antibiotico. Y a pesar de solo contar con tres modulos individuales, se conoce la
capacidad de generar productos naturales con un reducido nimero de médulos no
iterativos, como el conocido farmaco anti-colesterol lovastatina, producto natural
sintetizado por dos médulos PKS no iterativos en Aspergillus terreus (Kennedy et al.,
1999). Por otro lado, este CGB resulté ser similar en un 12% con un CGB identificado
en las Proteobacterias Hyphomonas sp. y Hyphomonas jannaschiana, aislada desde

una afloracion termal del Océano Pacifico (Jannaschy Wirsen, 1984).

Adicionalmente, antiSMASH rinde una predicciéon de la estructura central del
hipotético producto natural que generaria este CGB (Ver recuadro del extremo
superior derecho en la Figura 28). Este modelo considera las modificaciones
catalizadas por los dominios opcionales de ceto reductasa, deshidratasa y enoil
reductasa que influyen en el estado redox de los grupos ceto en policétidos (Weber
et al., 2015). La estructura predicha corresponde a una cetona con cadena lateral y
su prediccidn se realiz6 en base al sitio activo del modulo AT, utilizando 24

aminoacidos firmas y el método propuesto por Minowa et al., (2007).

Un aspecto importante a considerar, es que el sistema enzimatico codificado
en los CGBs tipo PKS | que se relacionan con biosintesis de productos de policétidos
y el sistema enzimético responsable de la sintesis de &cidos grasos (FAS) comparten
muchas similitudes, incluyendo la utilizacion comun de precursores, similar quimica,
estructuras y disefio arquitectonico general (Smith y Tsai, 2007). Por lo tanto, no se
puede descartar que este arreglo de genes pudiese estar envuelto también en la

generacion de novo de acidos grasos.

Reportes de la presencia de CGBs implicados en biosintesis de MSs en
bacterias del género Leptospira son muy escasos en la literatura, lo que convierte a
los CGBs identificados en Leptospira sp. en esta tesis, en alguno de los pocos
reportes existentes hasta el dia de hoy.
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V. CONCLUSIONES

A partir de los resultados de esta tesis es posible concluir que:

La reconstruccion de los genomas de Beggiatoa sp. HS y Leptospira sp. a
través de ensamblaje de novo, utilizando las herramientas Celera, Newbler y MIRA,
generaron ensamblajes fragmentados. Siendo el de mejor calidad en ambos casos el
gue generd Celera. La estrategia de conciliacién de ensamblajes con la herramienta
CISA reduce el numero de contigs de forma significativa en ambos casos. Sin
embargo, el genoma final de Beggiatoa sp. HS resultd con mejores métricas que el
ensamblaje de Leptospira sp. debido a la ventaja que le brindan las lecturas mate-

pair.

La anotacion de ambos genomas permitio identificar un solo gen de 16S de
ARNr en cada genoma. La filogenia construida en base a ellos ubico a las bacterias
cercanas a los género Leptospira y Beggiatoa. El hallazgo de Leptospira en ambiente

marino es inédito, ademas de presentar un genoma mas complejo que otras.

La anotacion funcional de genes en Beggiatoa sp. HS es concordante con
observaciones previas en genomas relacionados, en cuanto a la presencia de genes
implicados en el metabolismo del sulfuro, nitrégeno y fésforo. Mientras que
Leptospira sp. posee mas genes implicados en el metabolismo de carbohidratos, y
un importante parte relacionada con movimiento y quimiotaxis, algo comun en

Leptospira.

La anotacion funcional y estructural de CGBs candidatos implicados en
biosintesis de MSs a través de herramientas bioinformaticas, resultd en la
identificaciébn de 3 CGBs candidatos en Beggiatoa sp. HS y 5 en Leptospira sp. Los
dos CGBs candidatos tipo terpeno identificados en Beggiatoa sp. HS podrian generar

MSs de tipo antibidtico y el CGB indeterminado, estaria probablemente relacionado

90



con sintesis de aminoacidos no proteinogénicos. Por otra parte, de los 5 CGBs
identificados en Leptospira sp. el CGB PKS tipo lll, es altamente probable que esté
implicado en sintesis de algun compuesto de tipo antibiético. Mientras, que el CGB
PKS tipo indeterminado-l posee arquitectura similar a PKSs tipo | candnica,
implicados en entre otros, en la sintesis de antibidticos. Por otro lado, el CGB tipo
homoserina lactona, estaria implicado en el mecanismo de Quorum sensing y los

CGBs tipo PKS indeterminado de los contigs 185 y 200, son de proyeccion incierta.
En lineas generales se puede concluir que tanto Beggiatoa sp. HS y

Leptospira sp. albergan CGBs con el potencial para generar algin MSs de tipo de

proyeccion farmacoldgica..
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VI. PROYECCIONES

Los genomas Beggiatoa sp. HS y Leptospira sp. generados tienen el estatus
de drafts o borradores de genomas. Sin embargo, re-secuenciando el ADN de ambos
organismos con una estrategia de secuenciacion de tipo lllumina, y agregandola a la
ya obtenida, se lograria mayor profundidad de ensamblaje, disminuyendo la
fragmentacion de los genomas, lo que junto al disefio de partidores en los extremos
de los gaps remanentes, permitird obtener genomas finiquitados, sin fragmentacion y

llevar los errores al minimo.

Por otra parte, una caracterizacion mas profunda de los CGBs mas
prometedores, podria abrir la posibilidad de explorar su posible activacion por medio
de técnicas de ingenieria en laboratorio.

La anotacion de ambos genomas abre la posibilidad de situarse sobre
objetivos distintos a los tratados en esta tesis, tales como identificacion y
caracterizacion de proteinas transportadoras, con alguna aplicacién en disefio de
farmacos. O explorar las capacidades de resistencia a farmacos, entre otras muchas

posibilidades que brinda la exploracion genémica.
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ANEXOS

Anexo 1. Archivo de configuracion para ejecutar el algoritmo runCA de Celera.

### Spec file_Beggiatoa HS sp. ###

overlapper = mer # Desarrollado por JCVI para secuencias 454.
merSize = 14 # Default = 22 / Establece el K, largo de cada K-mer. Establece el largo
de cada semilla y extension (Algoritmo seed & extended). Es equivalente a “size” de

BLAST # Afecta el mer overlapper y el meryl seed finder.

# ERROR RATE

utgErrorRate = 0.15 # Un solapamiento se utiliza si estd por debajo de
la "tasa de error’ o del umbral 'limite de error'.

cnsErrorRate = 0.14 # EIl consenso espera encontrar alineaciones debajo de este
nivel, pero no cumplir estrictamente la misma.

cgwErrorRate = 0.14 # Tasa de error para scaffolder.

frgCorrThreads = 8 # Hilos a utilizar en correccion de errores.
merOverlapperThreads = 8 # nimero de subprocesos informaticos para su uso. En
general, el nuUmero de CPUs del anfitrion.

frgCorrThreads = 8 # El nUmero de hilos a utilizar para la correccion de errores de
fragmentos.

createACE = 1 # Crea archivos de salida en formato ACE, estos sirven como entrada
al app ContigScape.
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Anexo 2. Achivo de configuracion para ejecutar el programa MIRA.

# Archivo de configuracion para ensamblar genoma de Beggiatoa sp. HS

project = Beggiatoa # Nombre del ensamblaje

job = genome,denovo,accurate # Define tipo de data, tipo de reconstruccion y
método.

parameters = -GE:not=8 # utilizamos 8 threads en paralel # Definir data; tipo 454
single-end.

readgroup = Unpaired454 # Nombre asignado a la data

data = Unpaired_3.fastq # Define la biblioteca single-end

technology = 454 # Plataforma de secuenciacion

# Definir data tipo 454 mate-pair #

readgroup = PairedReads454 # Nombre asignado a la data

autopairing # Define por si mismo la direccién de las secuencias

data = Beggiatoa V1.fastq Beggiatoa V2.fastq # bibliotecas mate-pair a cargar
technology = 454 # Plataforma de secuenciacion de las biblioteca
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