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Resumen

En el suelo del ex Lago de Texcoco hay gran diversidad de microorganismos
extremdfilos, entre ellos, los haldfilos. Texcoconibacillus texcoconensis gen. nov., sp.
nov., cepa 13CC" es una bacteria, Gram-positiva haléfila (20% w/v de NaCl), aislada
de dicho suelo (Ruiz-Romero et al., 2013). Para determinar las bases genéticas de
su capacidad para sobrevivir en un ambiente extremo, se secuencid, ensamblo y

anotd su genoma.

La secuenciacion del genoma se hizo mediante lllumina y el ensamblaje se realizo
con Velvet, obteniendo un genoma de 3, 395, 935 pb de longitud, con un total de 60
contigs y un estimado de N's de 5917. Con este ensamblaje se partié para hacer la
anotacion, la cual se hizo en el servidor RAST, donde se lograron identificar 1925
posibles genes, de los cuales 11 genes son de resistencia a metales pesados.
Después se procedié a hacer la comprobacion de los genes anotados mediante
pruebas de resistencia a arsénico, cadmio, cobalto, cobre y zinc, y ademas se
determind la Concentracién Minima Inhibitoria (MIC) para cada uno de estos metales,
las cuales fueron de 625 mM para de arseniato, 7 mM para arsenito, 3.8 x10™ mM

para cadmio, 6 mM para cobalto y 0.5 mM para zinc.

Es asi como se corrobor6 que los genes anotados por RAST estan activos, es decir,

las proteinas que codifican realizan su funcion.



Abstract

There is a great variety of extremophile microorganisms in the soil of the Ex-Lake of
Texcoco, among them, halophiles. Texcoconibacillus texcoconensis gen. nov., sp.
nov., strain 13CC" is a halophile (20% w/v NaCl), Gram-positive bacterium, isolated
from that soil (Ruiz-Romero et al., 2013). To determine the genetic basis of its ability
to survive in an extreme environment its genome was sequenced, assembled, and

annotated.

The genome sequencing was performed with lllumina. The assembly was made using
Velvet and a genome of 3, 395, 935 bp of length, with a total of 60 contigs and an
estimate of 5917 N’s was obtained. Regarding annotation, 1925 possible genes were
identified, of which 11 are related to heavy-metal resistance. Thus, tests for
resistance to arsenic, cadmium, cobalt, copper and zinc were made, and Minimum
Inhibitory Concentrations (MICs) were determined for each of these metals. The
minimum inhibitory concentrations were 625 mM of arsenate, 7 mM of arsenite,

3.8x10™* mM of cadmium, 6 mM of cobalt and 0.5 mM of zinc.

This way, it was corroborated that RAST-annotated genes are active, i.e. the encoded

proteins are performing their function.



indice

ST U T o PP SUPPPPPPTN i
ADSITACT. ..o v
L4 oo [0 Tod o] T ] o RO TP PPPUPPP TP 1
1.1 Texcoconibacillus texcoconensis cepa L13CC.........uuuuuuuiuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeenees 1
IR =T [0 = TN 3
G J €= 0 To ] o o] o= TP PTTPP O PPPPPPPPP 3
1.4 SECUENCIACION ...ttt ettt e e e et et e e e e e e s e et e e e e e e s reeaeeas 3
1.4.1 Tecnologias de SECUENCIACION .........ccceiiiiiuiiiiiiiae e et e e e e e e eeeeees 4
1.4.1.1 La secuenciacion por el Método de Sanger. ......cccceeeeeviviiiiiiiiinie e 4
1.4.1.2 La pirosecuenciacion (Secuenciacion 454). .......cccccvveeeiiieiiiiiiiieeeeeeeeiieee e 5

1.4. 2.3 IUMING-SOIEXA ...ttt 7

1.5 De la secuenciacion al ensamblaje de un genoma ............cccceeeeeeeeeiiiiiiiiiiie e 9
151 ENSAMDIGIE ... 10
1.5.2 Tecnologias para el ensamblaje.............ooiiiiiiiiiiiii e, 11
1.5.2.1 Programas disponibles para el ensamblaje.................uuuvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii. 11
1.5.2.1.1 Ensambladores tipo OLC (Overlap/Layout/CoNSENSUS). .......cccccevvvvvneeeeennn. 12
1.5.2.1.2 La grafica de D& BrUijN.......ccouiiuiiiiiiiiie et 14
1.5.2.1.3 Algoritmos basados en graficas voraces (0 avidas). .....cccccoeeeevvviviiiiieeneeenns. 20
1.5.3 Aspectos adicionales en el ensamblaje. ... 22
1.6 OLrOS PrOGIaIMEBS ... e eeeieeeettiie e e e e et eeett e e e et e eeet e e e e e e et e e eee e e e e e e e eenenbb e e e e eeeeeennnnnnnns 25
L1.6.1 IMIBIUVE ...ttt ettt e e et e e e e e e e e e 25
1.6.2. TADIEL .. 28
1.6.3. BWA (Burrows-Wheeler AlIGNEI) ......cooooiiiiiiiei e 30
O AN g T ¢= TodTo | o TSP PR PP PPPPPPP 31
1.7.1 Algunos programas para hacer la anotacion .............ccccceeveeeiiiiiiiiiiie e, 32
1.7.1.1 RAST (Rapid Annotations using Subsystems Technology) ............ccccccvvveennne 32
1.7.1.2 IMG (Integrated Microbial GENOMES) ......ccooeeiiiiiiiiiai e 35

1.8 Prediccion de funciones en un microorganismo a partir de la anotacion ..................... 37
1.9 Metales pesados Y MEtAIOIAES ........uuuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiii bbb naeeaane 38
1.9.1 Toxicidad de metales PESAUOS ........cceeiiieeiiiiiie e 38
1.9.2 Resistencia a metales PeSAUOS ........coovvvei i 40
1.9.3 Caracteristicas de algunos metales pesados ...........cccceeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 41
IO TR T A (ST o 1Tl J PP 41



IS TRC 2 OF- To [ 1 01 [0 TP 44

1.9.3.3 CODAILO. ..ottt ee 45
1.9.3.4 CODIE. ..t 46
I TR T8 T4 | TS 48

2. JUSHIFICACTON ..ottt e e e et e e e e e e e e et b e e e e e e e e e aanns 50
G T 00 ) (=F] 1P 50
4 OB EEIVOS ..t 50
4.1 GENEIAIES ... 50
4.2 ObjJetiVOS ESPECITICOS ...t e 51
LY =y (Yo [0 Ko T | = NPT 51
5.1 Ensamble del genoma Con VELVET .....coooo oo 51

5.2 Anotacion del genoma con RAST (Rapid Annotation using Subsystem Technology).. 52

5.3 Construccion de arboles filogenéticos usando como marcadores los genes de rpoB y

(=T o7 PSP PP PPPPRTTTPUPN 56
5.4 Analisis del genoma para identificacién de genes de resistencia a metales pesados en
Texcoconibacillus tEXCOCONENSIS. ........ooiiiiiiiiiiiie 57
5.5 Pruebas de resistencia a metales pesados usando diferentes concentraciones de cada
compuesto y Concentraciones Minimas Inhibitorias (MIC’S). .......ccooeviiiiiiiiiiiiieeeeiie 57
6.RESUIAdOS Y AISCUSION ..ottt e e e e e e st eaaaeeaaanns 58
6.1 ENSAMDIAJE ....uee e e e e e e a 58
6.2 ArDOIES flOGENELICOS ......eiiiiieiiiitee e e e e e e 71
6.3 Anotacion mediante RAST y analisis del genoma para identificacion de genes de
resistencia a metales pesados en Texcoconibacillus texcoconensis. ........cccovvveeevveeeeennnnnn. 74
6.5 Pruebas de resistencia a metales pesados usando diferentes concentraciones de cada
compuesto y Concentraciones Minimas Inhibitorias (MIC'S)......cccoooviiiiiiiiiiiiiie e, 77
6.5.1 Pruebas de resistencia a metales pesados ..........ccccevveeeiiiiiiiiiiiinie e 77
6.5.2 Concentraciones Minimas INhibitorias (MIC'S) .........evviiiiiiiiiiiiiiiieeee e 78
6.5.2.1 Concentraciones Minimas Inhibitorias (MIC"s) con arsénico.......................... 80
6.5.2.2 Concentracion Minima Inhibitoria (MIC) con cadmio ............cooovviiiviienineennnnns 81
6.5.2.3 Concentracion Minima Inhibitoria (MIC) con cobalto............cccoeeeeeeeeeeeeeeeee. 82
6.5.2.4 Concentracion Minima Inhibitoria (MIC) con cobre..........ccccccouiiiiiiiiiiienennnnnns 83
6.5.2.5 Concentracion Minima Inhibitoria (MIC) €ON ZINC. .....ccoeveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee, 83
40T g od LT E=] 0] 1= SRR 85
R L=Tol o] 1 4 1=T 0T = Tod o] o 1= S PTR 86
S = o] FToTo | =1 - NPT TP POUPUPPPPRRPRR 87

\



indice de tablas

Tabla 1. Diferentes concentraciones de metales que se agregaron al medio de cultivo para la
prueba de confirmacion del CreCimMIeNtO. .........covvvviiiiiiiiiiiieeeeee e 58

Tabla 2. Resultados de diferentes ensamblajes generados por Velvet por las variaciones de
S 11T 69

Tabla 3. Genes de resistencia a metales pesados presentes en Texcoconibacillus
texcoconensis, cepa (1101 LRSS UR PR 75

Tabla 4. Comparacion de la reconstruccion del metabolismo de B. selenireducens (A) y T.
TEXCOCONENSIS (B). ..o 76

Tabla 5. Comparacion de la reconstruccion del metabolismo de B. cellulosilitycus (A) y T.
TEXCOCONENSIS (B)..nn i iiiiiiiiiiiie et e e e e e e e e e e e e e e e ettt e e e e e e e eaarrb e e eaaeas 77

Tabla 6. Resultados del crecimiento de Texcoconibacillus texcoconensis a diferentes
CONCENTTACIONES B MEIAIES. ... eiiie ettt ettt e et et et et e e e e e eennenns 78

Tabla 7. Concentraciones minimas inhibitorias (MICs) para cada metal evaluado, y la
comparacion con OtroS MICTOOIJANISIMOS .....u.iieeeeieieiiiiee e e e e e e e eett e e e e e e e e e earrr e e eeeeeasreaaaes 80

indice de figuras

Figura 1. Microfotografia de Texcoconibacillus texcoconensis cepa 13CC" ........ccccceeuvrurnnnne. 2
Figura 2. Secuenciacion del ADN mediante el método de Sanger..........oooovvvvvieeeeeeeniiiiiinnee. 4
Figura 3. Secuenciacién del ADN mediante el método de Sanger........cccoooeevvvvviiiiieieeeeeeeeennnn, 5
Figura 4. Método usado por el secuenciador Roche/454 para amplificar copias de ADN de
cadena sencilla desde una libreria de fragmentos en perlas de agarosa...............cccceevvvvvnnnn.. 6
Figura 5. Secuenciacion por sintesis de HUumMINa. ............coooooiiiiiiiii e 8
Figura 6. Ciclo quimico de la secuenciacion por sintesis de lllumina..............cccccceeeei i, 9
Figura 7. Grafica de ensamblaje OLC .........ooiiiiiiiiiiiiiiiiee et 12
Figura 8. Lecturas y dos posibles gréaficas de ensamblaje...........cccccoceeeiiiiiiiiiiiiiii e, 15
Figura 9. Representacion esquematica de la implementacion de Velvet de una gréfica de De
2 0] o PRSPPI 19
Figura 10. Visualizacion del reporte generado por FastQC ............eeeveeeriiiiiiiiiiieieee e 25
Figura 11. Alineamiento de E. coli K12 MG1655, S. flexneri 2a 301, y S. flexneri 2457........ 27
Figura 12. Alineacion de E. coli K12 MG1655,S. flexneri 2a 301, y S. flexneri 2457T con
diferentes Settings de ESTl0. .. ... i e 28

Figura 13. Visualizacion de cada uno de los nucleétidos contenidos en un contig
SEIECCIONATO ...t 29

Vil



Figura 14. Contig pequefio generado con lllumina en un tipo de archivo BAM visto

L= TN 1= o = 30
Figura 15. El proceso iterativo de anotacion del genoma. ...........coovvveeeiiiinieeeniciee e 31
Figura 16. Resultados de una anotacion realizada en RAST donde se puede visualizar con el
AMDIENTE SEED ...t e et a e et a e e e e arra s 33
Figura 17. Genes conectados a subsistemas y su distribucion en categorias diferentes. Las
categorias se pueden expandir hasta el gen eSpecifiCO. ............uvrrriiiriiiiiriiiiiiii. 34
Figura 18. Herramienta exploradora de genomas y de busqueda en IMG..................cccceeue 36
Figura 19 .Representacion esquematica de los procesos involucrados en el metabolismo del
arsénico en el ambiente de (a) procariontes y (b) eucariontes.. ..........ccccvevvvvvieeiieeeereiinninnnnn. 43
Figura 20. Resistencia a cadmio y a zinc en StaphyloCOCCUS aureus. ..........cccccvvvvvvveveeeeennnn. 45
Figura 21. Resistencia a Co?*, Zn**, y Cd** en Alcaligenes eutrophus.............c..cceceeeeveevenn... 46
Figura 22. Locaciones celulares de los polipéptidos codificados por el determinante de
resistencia al cobre del plasmido de Pseudomonas WIiNgae. ..........cccceeeeeeeeeeeeviiiiineeeeeeeeennnns 47
Figura 23. Modelo para el funcionamiento de los productos del gene cromosomal (Cut)
involucrado en el metabolismo de cobre en E. COli. .....ccovvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee 48
Figure 24. Mecanismos de resistencia al zinC en bacterias.. .........ccccccvvvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee 49
Figura 25. Seccion dentro de RAST para cargar los genomas que se quieran anotar.......... 53
Figura 26. Visualizacion de los detalles del genoma cargado al sistema. ............cccccoeeeunneee. 54
Figura 27. Visualizacion de Subsystem StatiStiCS ..........c.evviiiiiiiiiiiiiiiie e 54
Figura 28. Visualizacion de Features in Subsystems en formadetabla............................... 55

Figura 29. Comparacién entre dos microorganismos haciendo una comparacion de su
a1 = Lo To 1 < o T TP PPPPPPP 56

Figura 30. Reporte de calidad de FastQC a analisis de calidad de lecturas del primer archivo
de lecturas, deNOMINAAO RIL........iiuniiiiiii et e et e et e e e et e et e st e et s aneeenss 59

Figura 31. Contenido de bases de cada secuencia, nos indica que tenemos una diferencia
entre el contenido e A Y T, 0 G Y C ittt bbeeennee 60

Figura 32. Nivel de duplicacion de secuencia las secuencias no Unicas constituyen el 47.9%
Lo =18 (] = | P 61

Figura 33. Calidad de las lecturas por base secuenciada del primer archivo de lecturas,
Lo /=T To ] 0 0] = To [0 TN o 1 PSR 61

Figura 34. Calidad de las lecturas por contenido de GC por secuencia del primer archivo de
lecturas, deNOMINAAO RIL.......ooeeiiiiii ettt e e et et e et e et e et e et s et s et eeraees 63

Figura 35. Reporte de calidad de FastQC a andlisis de calidad de lecturas del primer archivo
de lecturas, deNOMINAAO R2........iiuiiii et e e e e et e e e et e e e e et e et e e e reaass 64

Figura 36. Contenido de la secuencia por base, nos indica que tenemos una diferencia entre
€l CONENIAO DB A Y T, 0 G Y ettt 65

VI



Figura 37. Nivel de duplicacion de secuencia las secuencias no uUnicas constituyen el 51.04%

OBI TOTALL ... 66
Figura 38. Calidad de las lecturas por base secuenciada del primer archivo de lecturas,
AENOMINAAO R2 ...ttt 61
Figura 39. Calidad de las lecturas por contenido de GC por secuencia del primer archivo de
lecturas, deNOMINAAO R2... ... et ettt e ettt e et st e et e et e et eeaeeerees 68
Figura 40. Visualizacion del genoma de T. texcoconensis generada por el programa

LG Y= 70
Figura 41. Arbol filogenético usando rpoB oMo MArCador. ..............cceeevveeereeeereereneereenans 72
Figura 42. Arbol filogenético usando reCA CoOmo MArCadOr.............ccveeeeeeeveeireeieeereeeeeeeeas 73
Figura 43. Visualizacion de generalidades en el genoma de la cepa 13CC una vez anotado
L0 G 0 U 74
Figura 44. Resultados MIC para AS (I11) Y AS (V) ceeeeeiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 81
Figura 45. Resultados MIC para CadmiO. ..........ceeiieiiiiiiiiiiiiee e eee e e et eaeeeaanees 82
Figura 46. Resultados MIC CODAIO ...........covvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiee e 82
Figura 47. Resultados MIC para CODIE ..........uuiuiiii i e e e e aaaees 83
Figura 48. Resultados MIC PAra ZINC .........oouuiiiiiiiee et e e e et eeeeeaaaees 84



1. Introduccién

Hoy en dia, es conocido que ambientes que hasta hace poco eran considerados
inhabitables por el hombre, son colonizados por organismos capaces de adaptarse a
ambientes extremos; estos organismos son llamados extremofilos. El descubrimiento
de microorganismos que habitan en ambientes con temperaturas extremas, pH
extremos, altas presiones y alta salinidad, ha despertado interés de estudiarlos
desde el punto de vista biotecnoldgico, debido a las caracteristicas de estos
microorganismos, puesto que sus biomoléculas son resistentes a las condiciones
agresivas de su entorno, por lo que se estudian ademas con la perspectiva del
desarrollo de potenciales aplicaciones industriales, puesto que pueden resistir
condiciones y concentraciones de compuestos a los que otros microorganismos no

podrian sobrevivir (Oren, 2002b; Ramirez et al., 2006).

En cuanto a los ambientes hipersalinos, estos suelen localizarse en zonas calientes y
secas, en el caso de México, se tienen suelos y lagos salinos, como es el caso del ex

Lago de Texcoco (Ramirez et al., 2006).

1.1 Texcoconibacillus texcoconensis cepa 13CC

Texcoconibacillus texcoconensis es una bacteria Gram-positiva, con forma de bacilo,
gue esporula, fue aislada del suelo salino-alcalino del exLago de Texcoco. Es una
bacteria aerobia, con actividad catalasa positiva, que crece a 37°C y a un pH 8.9,
después de 1-2 dias de incubacion, y que ademas puede crecer hasta una salinidad
del 20% (w/v) de NaCl. El género Texcoconibacillus pertenece a la clase Bacilliy a la
familia Bacillaceae. Por tanto, la especie es Texcoconibacillus texcoconensis, siendo

asi el primer microorganismos de un género nuevo (Ruiz-Romero et al., 2013).



Figura 1. Microfotografia de Texcoconibacillus texcoconensis cepa 13CC (Ruiz-Romero et al., 2013)

La capacidad de Texcoconibacillus texcoconensis para crecer a una alta
concentracion de cloruro de sodio (20% (w/v) NaCl), lo hace de interés, ya que se
sabe que al presentar una resistencia a la alta salinidad, los microorganismos
haldéfilos, pueden tener caracteristicas que pueden ser de importancia biotecnoldgica,
puesto que se ha visto que estos microorganismos tienen una gran versatilidad en su
metabolismo y en la forma que toleran el estrés osmaético causado por la altas
concentraciones de sales en su medio (Oren, 2002a; Ruiz-Romero et al., 2013). Su
posible aplicacion biotecnolégica estad, por ejemplo, en la produccion de
biopolimeros, de enzimas y de solutos compatibles, asi como a que presentan
resistencia a metales pesados y otros contaminantes; o bien pueden emplearse en la

biodegradacion de compuestos téxicos (Oren, 2002a; Ventosa & Nieto, 1995).

En la actualidad, con las nuevas tecnologias desarrolladas, la busqueda de
microorganismos hal6filos con una posible aplicacion podria ser mejor entendida
mediante el ensamblaje y la anotacion de su genoma, pues ayudaria a entender e
identificar el rol que pueden tener sus genes en la adaptacion a esos medios
extremos, ademas de que esta clase de trabajos podrian ayudar a identificar otros

genes, que, como se menciond antes, pueden ser de interés (Oren, 2002a).



1.2 Genoma

Un genoma es el conjunto de genes codificados dentro del ADN de un organismo, el
cual contiene las instrucciones genéticas necesarias para desarrollar y dirigir sus
actividades. Las moléculas del ADN estan conformadas por dos hélices emparejadas
y las coforman cuatro bases nucleétidas, adenina (A), timina (T), guanina (G) y

citosina (C). ( National Human Genome Research Institute).

1.3 Gen6mica

Es la subdisciplina de la genética interesada en la descripcion y analisis molecular de
genomas, suele subdividirse en gendmica estructural y funcional; la primera se ocupa
de la caracterizacion fisica de los genomas, y la segunda de ubicar todos los
elementos funcionales, tanto los componentes de un genoma (las proteinas
codificadas, los elementos reguladores, estructurales, etc.) como determinar su papel

en el organismo (Rodriguez, 2004).

1.4 Secuenciacién

Secuenciar un genoma significa determinar el orden exacto de los pares de bases en
un segmento de ADN (National Human Genome Research Institute).

La secuenciacion es el nucleo de la gendémica. Entre sus usos se tiene la
determinacién de la secuencia del genoma de una nueva especie 0 de un individuo
dentro de una poblacion, la secuenciacion de las moléculas de ARN de una muestra
en particular o el uso de la secuencia de ADN como un ensayo de lectura en técnicas

de biologia molecular, entre otras (Zerbino & Birney, 2008).



1.4.1 Tecnologias de secuenciacion

1.4.1.1 La secuenciacién por el Método de Sanger.

Actualmente esta tecnologia se emplea con algunas modificaciones. Es conocida
como el método de los terminadores de cadena. La clave de esta técnica consiste en
adicionar, ademas de los reactivos especificos para ésta, una pequefa cantidad de
nucleotidos modificados que son conocidos como dideoxinucleétidos (ddA, ddG, ddC
o ddT), que se incorporan en la cadena que se esta elongando, deteniendo su
polimerizacion (Sanger et al., 1977). En el método original de Sanger, la deteccion de
las moléculas de ADN en la reaccion de secuenciacion se realizaba utilizando un

ADN iniciador marcado radioactivamente (Rodriguez, 2004).

DNA iniciador marcado radicactivamente Nucledtidos
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Figura 2. Secuenciacion del ADN mediante el método de Sanger. Esquema de la reaccién correspondiente a la
determinacion de la posicion en la secuencia del ADN de una base, en este caso la adenina (A). La incorporacion
de ddA en lugar de A detiene el proceso de polimerizacion. Esta incorporacién ocurre de forma aleatoria durante

la polimerizacién de las moléculas de ADN de tal forma que una fraccidn de las moléculas elongadas se habra

detenido en cada posicién en que A debiera incorporarse a la molécula. Las moléculas marcadas
radioactivamente se detectan después de haberlas separado por su tamafio mediante electroforesis en geles de
poliacrilamida. El tamafio de las moléculas detectadas nos indica en qué posicion de la secuencia se encuentra el
nucledtido A (Rodriguez, 2004).
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Figura 3. Secuenciacién del ADN mediante el método de Sanger. Experimento completo de
secuenciacion del ADN. Se realizan reacciones como las descritas en la Figura 2, para cada uno de
los nucledtidos y la secuencia completa del ADN se deduce de la posicién en que aparecen las
moléculas marcadas radioactivamente (Rodriguez, 2004).

1.4.1.2 La pirosecuenciacion (Secuenciacion 454).

Esta técnica se basa en la "secuenciacion por sintesis"”, que depende de la liberacion
de pirofosfato en la incorporacién de nucleétidos (Pareek et al., 2011). Con esta
tecnologia se producen lecturas cortas. Equipos como el GS FLX Titanium pueden
generar 500 Mpb de ADN en lecturas de un tamafio aproximado de 400 pb por
lectura, que es aproximadamente 1.2 millones de lecturas por corrida, mientras que
los instrumentos de la generacién anterior (como GS FLX), generaban hasta 100Mpb
de ADN secuenciado en lecturas de un tamafio de 250 pb, lo que es
aproximadamente 400,000 lecturas por corrida (Nagarajan & Pop, 2010). La técnica
se basa en la deteccion quimioluminiscente de pirofosfato liberado durante la
incorporacion de desoxinucleétido trifosfato (ANTP) mediada por polimerasa (Nyren
et al., 1993; Nyren, 2007) y en la secuenciacion de ADN en tiempo real, utilizando
esta deteccion de la liberacion de pirofosfato (Pareek et al., 2011; Ronaghi et al.,

1998).
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Figura 4. Método usado por el secuenciador Roche/454 para amplificar copias de ADN de cadena
sencilla desde una libreria de fragmentos en perlas de agarosa. Una mezcla de fragmentos de ADN
con cuentas o perlas de agarosa que contienen oligonucleétidos complementarios a los adaptadores
en los extremos de los fragmentos, se mezcla en una proporcion aproximada de 1:1 .Las mezcla es
encapsulada por agitacién vigorosa en vortex en micelas acuosas que contienen reactivos para PCR
rodeados por aceite, y pipeteados en placas de microtitulacién con 96 pozos para amplificacién PCR.
Las perlas resultantes son impregnadas con aproximadamente 1 millon de copias del segmento de la

cadena sencilla original, lo cual provee suficiente fuerza de sefial durante la reaccion de
pirosecuenciacion que sigue, para detectar y registrar eventos de incorporacion de nucleétido (Mardis,
2008).



1.4.1.3 lllumina-Solexa

Es una plataforma de secuenciacion de segunda generacion, conocida como Solexa.
Con este tipo de tecnologia se obtienen lecturas de entre 25-35 pb (Nagarajan &
Pop, 2010; Mardis, 2008) y de entre 50-100 segun lo reportado por Miller et al.,
(2010) y Paszkiewicz & Studholme, (2010), siendo estas lecturas cortas de alto
rendimiento que son menores que las producidas por Sanger, presentando tasas de
error menores al 1% (Nagarajan & Pop, 2010).

La secuenciacion por lllumina se inicia con una biblioteca adaptadora especifica para
lllumina, que consta de una celda de flujo con ocho canales, la cual amplifica
fragmentos en su superficie y usa ADN polimerasa para producir multiples copias de
ADN, o clusteres, cada uno de los cuales representa a la molécula que inicia la
amplificacion del cluster, y es ejecutada por un dispositivo automatico llamado
Cluster Station. Cada cluster contiene aproximadamente un millon de copias del
fragmento original, lo que es suficiente para reportar las bases incorporadas con la
intensidad de sefial requerida para la deteccién durante la secuenciacion. El sistema
lllumina utiliza una estrategia de secuenciacién por sintesis, en el cual, los cuatro
nucledtidos son agregados simultineamente a la celda de flujo, junto con ADN
polimerasa, para su incorporacién en los fragmentos iniciadores de los oligos del
cluster (Figura 4), particularmente, los nucleétidos tienen una etiqueta fluorescente
especifica para cada base y tienen el grupo 3"-OH quimicamente bloqueado de tal
manera que cada incorporacién de un nucleétido es un evento Unico (Figura 5). A
cada paso de incorporacion de una base le sigue un paso de generacion de imagen,
en el cual, de cada carril de la celda de flujo se obtienen 100 fracciones de imagen

repetidas tres veces, por la Optica del instrumento, a una densidad de 30,000



clusteres por fraccion de imagen. Después de cada paso de generacién de imagen,
el grupo blogueador en el enlace 3" es quimicamente removido para preparar cada
filamento para la siguiente incorporacion por la ADN polimerasa (Figura 6). Esta serie
de pasos continta por un namero especifico de ciclos segun lo defina el usuario, lo
que permite longitudes de lecturas discretas de 25 a 35 pb. Un algoritmo de
asignacion de bases asigna las secuencias y valores de calidad asociados a cada
lectura y un canal de chequeo de calidad evalla los datos de lllumina de cada

corrida, removiendo secuencias con poca calidad (Mardis, 2008).
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Figura 5. Secuenciacion por sintesis de lllumina. A los filamentos del cluster obtenidos por
amplificacion en puente se les agregan iniciadores y los cuatro son marcados fluorescentemente.
Nucledtidos bloqueados en el extremo 3"-OH son agregados a la celda de flujo con ADN polimerasa.
Los filamentos del clister son extendidos con solo un nucledtido. Siguiendo este paso de
incorporacion, los nucledtidos no usados y la ADN polimerasa son extraidos por lavado; un buffer de
escaneo se agrega a la celda de flujo y el sistema 6ptico escanea cada carril de la celda de flujo en
unidades de imagen denominadas “fracciones” (tiles) (Mardis, 2008).
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Figura 6. Ciclo quimico de la secuenciacién por sintesis de lllumina. Una vez que el proceso
de generacién de imagen se termina, se agregan a la celda de flujo agentes quimicos que
efectlan la separacion de las etiquetas fluorescentes y los grupos que bloquen los extremos
3"-OH, lo que prepara los filamentos del clister para otra ronda de incorporacion de nucleétido
fluorescente (Mardis, 2008).
1.5 De la secuenciacion al ensamblaje de un genoma
En la actualidad, con las diferentes tecnologias de secuenciacién de alto rendimiento
(High-throughput sequencing technologies: HT-NGS), se obtiene mas informacion
cualitativa y cuantitativa sobre los genomas, puesto que generan desde cientos de
millones hasta miles de millones de bases en una sola corrida, o que antes no era
técnicamente posible o tenia un costo muy elevado (Nagarajan & Pop, 2010; Pareek
et al., 2011). En el caso de Illumina, se producen lecturas con una amplia cobertura
(coverage), que se obtienen a expensas de una longitud muy corta de las lecturas

(~35pb, Mardis, 2008; Nagarajan & Pop, 2010), generando millones de estas con la

misma longitud.



La habilidad de secuenciar y ensamblar eficientemente genomas bacterianos
completos tiene implicaciones muy significativas para propositos evolutivos, (Smith et
al., 2006; Mwangi et al., 2007) y metagenomicos (Handelsman et al., 1998; Eisen,

2007), principalmente.

1.5.1 Ensamblaje
Un ensamblaje es una estructura jerarquica de datos que se obtiene como resultado
de la reconstruccion del genoma a partir de la informacion de un grupo de

secuencias producto de un procedimiento de secuenciacion (Miller et al., 2010).

Durante el ensamblaje, se agrupan las lecturas o “reads”, en “contigs” y los contigs
en andamios o “scaffolds”. Los contigs proporcionan un alineamiento multiple de las
lecturas mas la secuencia consenso, que es la secuencia de nucleétidos mas
comunes en una region definida del ADN. Los scaffolds, a veces llamados
supercontigs o metacontigs, definen el orden, la orientacion y el tamafio de los
contigs y los espacios entre ellos. Un scaffold puede ser de dos tipos: el que
presente un camino simple, es decir, una Unica opcion de acomodo de las
secuencias o bien una red, que significa que puede haber mas de una opcién en el
orden de las secuencias. La mayoria de los programas ensambladores generan un
grupo de lecturas no ensambladas o parcialmente ensambladas. En cuanto al
formato del archivo generado, el mas ampliamente aceptado es fasta, donde la
secuencia consenso del contig puede ser representada por los caracteres A, C, Gy
T, mas, posiblemente otros caracteres con un significado especial. Los ensamblajes
se miden por el tamafio y la precision de sus contigs y scaffolds. El tamafio de

ensamblaje es dado usualmente por estadistica, que incluye la longitud maxima, la
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longitud media, la longitud total y el N50. El contig N50 se obtiene ordenando los
contigs de mayor a menor longitud hasta obtener un conjunto con el cual se tenga
representado el 50% del tamafio total del genoma, entonces el contig N50 sera el
contig mas pequefio que nos permite llegar a ese porcentaje (Miller et al., 2010). Las
estadisticas N50 para diferentes ensamblajes no son comparables a menos que
estén calculadas usando el mismo valor de la longitud combinada total, por esta
razon la precision del ensamblaje es dificil de medir. El alineamiento con secuencias
de referencia es util cuando existen secuencias de referencia de confianza (Miller et

al., 2010; Paszkiewicz & Studholme, 2010).

1.5.2 Tecnologias para el ensamblaje

Las tecnologias de secuenciacion de ADN comparten la limitacion fundamental de
qgue la longitud de las lecturas generadas, son mucho mas cortas que aun los mas
pequefios genomas (Miller et al., 2010). Debido a esto, se han desarrollado
diferentes programas para ensamblar las lecturas que se generan al secuenciar, y

asi poder reconstruir los genomas (Hernandez et al., 2008).

1.5.2.1 Programas disponibles para el ensamblaje

Dependiendo del tipo de tecnologia de secuenciacion usada, se elige el programa
para efectuar el ensamblaje. Estos programas se basan en gréficas de ensamblaje
(Assembly graphs), las cuales son un conjunto de nodos o vértices, que pueden
visualizarse como esferas, y con un conjunto de flechas (filos) o arcos entre los
nodos. Si las flechas o filos solo pueden ser recorridas en una sola direccion, el

gréfico es directo (Miller et al., 2010).
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De esta manera los ensambladores pueden clasificarse dentro de tres categorias,
segun el tipo de grafica que usan:
e Los métodos Overlap/Layout/Consensus (OLC), dependen de una grafica de
superposicion (overlap graph).
e Los métodos De Bruijn Graph (DBG), usan alguna forma de graficas de K-mer
(K-mer graph).
e Los algoritmos de gréficas voraces (o avidos), pueden usar tanto OLC como

DBG.

1.5.2.1.1 Ensambladores tipo OLC (Overlap/Layout/Consensus).

El método de los ensambladores OLC es tipico para lecturas producidas por Sanger
y 454. Usan una grafica de superposicion, que representa las lecturas de
secuenciacion y sus sobreposiciones (Myers, 1995), las cuales deben ser
precomputadas por una serie de alineamientos de secuencia por apareamiento que
son computacionalmente demandantes. Conceptualmente, los nodos representan las

lecturas y las flechas las superposiciones entre esas lecturas. (Miller et al., 2010).

GCATTGEAA —TGcan  TGCAAT

A
odﬂ Q?? (5'? R4

TGGCA A TCAATF—xrr ATTTGAC

Figura 7. Gréfica de ensamblaje OLC. Los nodos son lecturas completas y las flechas conectan las
lecturas que se sobreponen. Note que en una grafica de ensamblaje OLC real, las lecturas y las
superposiciones serian mucho mas grandes. En esta figura se acortan para mayor claridad.

La operacion de este tipo de ensambladores se da en tres fases, primero descubre

las superposiciones, comparando las lecturas por apareamiento de todas contra
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todas, esto lo hace definiendo K-mers, que son una representaciéon compacta basada
en palabras cortas ideal para conjuntos de datos, a lo largo de todas las lecturas y
selecciona los candidatos para superposicion que comparten K-mers. Después
construye y manipula una grafica de superposicion, produciendo una disposicién de
las lecturas aproximada y por ultimo hace una alineacién de secuencias multiples
(Multiple sequence alignment o MSA), para determinar la disposicion precisa y la

secuencia consenso (Miller et al., 2010; Wang et al., 1994).

A continuacion se presentan tres ensambladores que funcionan con este método.

e Newbler
Newbler es un software ampliamente usado por 454 Life Sciences (Margulies et al.,
2005), se usa para construir scaffolds a partir de limitaciones de lecturas apareadas
en los extremos (paired end). Newbler explota la cobertura, si es posible, para
superar los errores de asignacion de bases. El programa calcula los consensos de
contig y unitig (o contig de alta confianza) en el “espacio de flujo” (Myers et al., 2000),
usando la fuerza de la sefial suministrada por la plataforma, asociada con cada flujo
de un nucleétido particular. La sefial normalizada es correlacionada
proporcionalmente al nimero de repeticiones directas de ese nucledtido en esa
posicion de la lectura (Miller et al., 2010).

e Celera
Es un ensamblador usado para manejar datos de 454. Funciona con el software
CABOG (Celera Assembler with the Best Overlap Graph), descubriendo las
superposiciones usando iniciadores (seeds) comprimidos. CABOG reduce las
corridas de homopolimero, esto es, repeticiones de letras sencillas, a bases simple,

para superar la incertidumbre de longitud de corrida en los datos y construye unitigs

13



iniciales excluyendo lecturas que son subsecuencias de otras lecturas, debido a que
estas lecturas son mas susceptibles a superposiciones falsas inducidas por
repeticiones (Miller et al., 2010).

e Edena (Exact DE Novo Assembler).
Es un software usado para el ensamblaje de novo de contigs precisos de conjuntos
de datos con lecturas muy cortas de la misma longitud. De igual manera que otros
ensambladores, Edena estructura las superposiciones en una gréfica, produciendo
contigs exactos de varias kilobases que cubren la mayoria del genoma que esta
siendo ensamblado (Hernandez et al., 2008).
El software Edena descarta las lecturas duplicadas y encuentra todas las
superposiciones perfectas y libres de error. Remueve superposiciones individuales
que son redundantes con pares de otras superposiciones, lo que es una aplicacion
del algoritmo de reducciéon de superposiciones transitivas (Myers et al., 2000). Edena
poda puntas y burbujas y con el software Shorty ataca el caso especial en que unas
pocas lecturas largas estan disponibles para actuar como iniciadores para incorporar
lecturas cortas y sus parejas acomparfantes. De esta manera, trabajando por medio
de iteraciones, Shorty usa contigs como iniciadores (seeds) para obtener contigs mas

grandes (Miller et al., 2010).

1.5.2.1.2 La gréafica de De Bruijn

Es una representacion compacta basada en palabras cortas llamadas K-mers que es
ideal para conjuntos de datos con lecturas muy cortas (25-50 bp) de alta cobertura.
Los nodos representan todas las cadenas de letras posibles de longitud fija. Las
flechas representan superposiciones perfectas que abarcan desde el prefijo hasta el

sufijo de las letras en los nodos (Miller et al., 2010; Zerbino & Birney, 2008).
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A TGGCA B TGCAAT
GCATTGCAA
Reads TGCAAT GCATTGLAA ATTTGAC
CAATT =
ATTTGAC CAATT Y

Consensus
Sequence TGGCATTGCAATTTGAC  TGGCA
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Figura 8. Lecturas y dos posibles graficas de ensamblaje. A: Lecturas hipotéticas alineadas a la
secuencia consenso. B: Grafica OLC creada con las lecturas; las flechas representan superposiciones
de dos o mas nucledtidos. El proceso de ensamblaje requiere pasar por todos los nodos. C: Gréfica de

ensamble de De Bruijn creada de las mismas lecturas. Las flechas representan segmentos de 4

nucleétidos con dos de ellos superpuestos entre los nodos El proceso de ensamble requiere recorrer
todos las flechas.

Este tipo de ensamblaje es ampliamente aplicado a las lecturas cortas que se
obtienen de las plataformas Solexa y SOLID. Se basa en graficas de K-mer, que son
una forma de grafica de De Brujin. Sus nodos representan todas las posibles
subsecuenciaciones de longitud fija, y las flechas representan todas las
superposiciones de longitud fija entre las subsecuenciaciones. Se tiene una flecha
para cada K-mer que comienza en cada base, (excluyendo las ultimas K-1 bases).
Los nodos representan superposiciones de K-1 bases. Este tipo de gréafica no
requiere deteccion de superposiciones de todo contra todo, no almacena
necesariamente las lecturas individuales o sus superposiciones y comprime las
secuencias redundantes. Por el contrario, la grafica de K-mer contiene la secuencia
efectiva y por ello puede agotar la memoria disponible en genomas grandes. Los

enfoques de memoria distribuida pueden aliviar esta limitante (Miller et al., 2010).
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La forma en que este tipo de grafica opera es con un enfoque de gréafica de De Bruijn
(DBG) o un enfoque Euleriano, basado en un escenario ideal, es decir, dado un
conjunto de datos perfecto, o sea K-mers libres de errores que provean cobertura
total y abarquen cada repeticion, la grafica de K-mer seria una grafica de De Bruijn y
contendria una trayectoria Euleriana, esto es, una via que atraviese cada flecha de la
grafica exactamente una vez. La trayectoria seria evidente de encontrar, haciendo el
problema del ensamblaje trivial por extension, pero las graficas de K-mer construidas
a partir de datos de secuenciacion reales son mas complicadas. La fase de
construccion de la grafica avanza rapidamente usando una busqueda en tabla hash,
gue es una estructura de datos que asocia claves con valores, a tiempo constante,
de la existencia de cada K-mer en la corriente de datos.
A continuacién se presentan algunos ensambladores basados en graficas de De
Brujin.

e Ensamblador EULER
En este ensamblador, en la representaciéon de los datos, los elementos no estan
organizados alrededor de lecturas, sino en torno a palabras de K nucle6tidos o K-
mers (Chaisson et al., 2004 y 2008). Las lecturas son mapeadas como trayectorias a
través de la grafica, yendo de una palabra a la siguiente en un orden determinado
(Jiang et al. 2008; Miller et al., 2010;). El software euleriano fue desarrollado para
lecturas Sanger y fue subsecuentemente modificado para lecturas cortas de 454
GS20, para lecturas no apareadas lllumina/Solexa aun mas cortas y para lecturas
Solexa apareadas en los extremos (paired end).
Euler aplica un filtro a las lecturas antes de construir su grafica. El filtro detecta la

asignacion errénea de bases tomando nota de K-mers de baja frecuencia, es decir,
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se basa en la redundancia de las lecturas: muchos de los K-mers verdaderos
deberian ser repetidos en varias lecturas y la mayoria de los K-mers erroneos
deberian ser uUnicos, por lo que se implementa con una lista de K-mers y sus
frecuencias observadas en las lecturas y el filtro excluye o corrige K-mers de baja
frecuencia. Sin embargo, esta correccion reduce el numero total de K-mers y con ello
el conteo de nodos en la grafica, ademas genera el riesgo de enmascarar un
polimorfismo verdadero y puede corromper K-mers validos que tienen, de casualidad,
baja cobertura. (Miller et al., 2010).
e Velvet

Es una aplicacion que esta basada en un conjunto de algoritmos desarrollado para
manipular graficas de De Bruijn, en particular gréficas de K-mer, para el ensamblaje
de la secuencia gendmica (Pevzner et al., 2001; Zerbino & Birney, 2008). Velvet hace
uso extensivo de la simplificacion de graficas para reducir a nodos sencillos las
trayectorias que no se intersectan. La simplificacion comprime la grafica sin pérdida
de informacion. Velvet usa este paso de simplificacion durante la construccién de la
grafica y de nuevo varias veces durante el proceso de ensamblaje. Este proceso de
eliminaciéon de casos uUnicos, es analoga a la formacion de unitigs en gréaficas de
superposicion y en ensambladores OLC (Zerbino & Birney, 2008).

Velvet corta la grafica de K-mer removiendo puntas (spurs) iterativamente. Su
algoritmo de remocion de puntas es similar al procedimiento de filtracion de Euler.
Tiene un parametro para el minimo numero de ocurrencias de las lecturas para que
un K-mer pueda calificar como un nodo de gréfica. Velvet reduce la complejidad de la
grafica con una busqueda acotada de burbujas en la grafica, donde las trayectorias

candidatas son atravesadas por pasos, moviéndose hacia adelante un nodo en todas
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las trayectorias, por cada iteracion, hasta que la longitud de la trayectoria exceda un
umbral, ademas, estrecha las candidatas a burbujas hasta aquellas con un
requerimiento de similitud de secuencia en las trayectorias alternas. Una vez que ha
encontrado una burbuja, remueve la trayectoria que representa menores lecturas v,
trabajando fuera de la grafica, realinea las lecturas desde la trayectoria removida
hasta la trayectoria remanente. Debido a que la multiplicidad de lectura mas alta
determina la trayectoria objetivo, el realineador asigna las bases de consenso con un
algoritmo de votacion por columnas. Velvet aun reduce mas la complejidad de la
grafica por enhebrado o ensartado de lecturas. Remueve trayectorias que
representan menores lecturas que un umbral. Esta operacion genera el riesgo de
remover secuencias de baja cobertura pero se supone que remueve mayormente
conexiones falsas inducidas por errores de secuenciacion convergentes. Velvet
explota las lecturas largas, si alguna fue proporcionada, por medio de un algoritmo
gue llama Banda de Rock (RockBand), éste, forma nodos a partir de trayectorias que
son confirmadas por dos o0 mas lecturas largas, siempre y cuando no haya otras dos
lecturas largas que proporcionen una contradiccién consistente. Ademas, puede ser
ejecutado varias veces por cada conjunto de datos para optimizar la seleccion de tres
pardmetros criticos: la longitud de los K-mers, que esta limitada a ser impar para
excluir nodos que representen repeticiones palindrémicas, la frecuencia minima
esperada de K-mers en las lecturas determina qué K-mers seran podados a priori y
la cobertura esperada del genoma en las lecturas controla rupturas de conexion falsa
(Zerbino & Birney, 2008). El software se enfoca en el ensamblado de novo para

lecturas cortas con extremos apareados (paired end) de la plataforma Solexa. Una
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extension permite ensamblar conjuntos de datos compuestos solamente de lecturas

SOLID (Miller et al., 2010).
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Figura 9. Representacion esquematica de la implementacién de Velvet de una gréfica de De Bruijn.
Cada nodo, representado por un Unico rectdngulo, representa a su vez una serie de K-mers que se
superponen (en este caso K=5). Listados directamente ya sea arriba o abajo (rojo), se muestra el
ultimo nucleétido de cada K-mer. La secuencia de esos nucleétidos finales, copiado en letras grandes
en el rectangulo, es la secuencia del nodo. El nodo gemelo, directamente pegado al nodo ya sea
arriba o abajo, representa la serie reversa de K-mers complementos reversos. Los arcos o filos son
representados por flechas entre los nodos. El dltimo K-mer de un origen de arco se superpone con el
primero de su destino. Cada arco tiene un arco simétrico. Note que los dos nodos en la izquierda
podrian fusionarse en uno sin pérdida de informacién, debido a que forman una cadena (Zerbino &
Birney, 2008).

e Ensamblador ABySS
En este programa, el ensamblaje se lleva a cabo en dos etapas: primero, sin usar la
informacion de extremos apareados, los contigs se extienden hasta que ya no
pueden seguir extendiéndose sin ambigliedades o hasta que llegan a un extremo
romo (blunt-end) debido a falta de cobertura. En el segundo paso, la informacion de
extremos apareados (paired end) se usa para resolver las ambigtiedades y fusionar
los contigs. ABYSS distribuye la grafica K-mer y las computaciones de la gréfica a lo
largo de una reticula de computo con una vasta memoria. ABySS particiona el

ensamblaje en el nivel de grado de disgregacion del nodo de gréafica individual (cada
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nodo del grafico es procesado separadamente, por eficiencia, muchos nodos de la
grafica son asignados a cada CPU). La asignacién de un nodo de grafica al CPU se

logra convirtiendo el K-mer a un entero (Miller et al., 2010).

1.5.2.1.3 Algoritmos basados en graficas voraces (o avidas).

Los algoritmos avidos aplican una operacion basica: dada cualquier lectura o contig,
agregan una lectura o contig mas. La operacion basica se repite hasta que no sean
posibles mas operaciones. Cada operacioén usa la siguiente superposicidon con mas
alta puntuacion para hacer el siguiente empalme. Asi, los contigs crecen por
extension avida o ambiciosa, siempre escogiendo la lectura que es encontrada
siguiendo la superposicion con el mas alto puntaje. Como todos los ensambladores,
los algoritmos avidos necesitan mecanismos para evitar incorporar superposiciones
falsas positivas en los contigs. Las superposiciones inducidas por secuencias
repetitivas pueden tener mas altos puntajes que las superposiciones inducidas por
una posicion comun de origen.

A continuacion se presentan algunos ensambladores basados en graficas avidas.

e SSAKE ( Ensamblaje de Secuencias Cortas por Busqueda de K-mer y
Extensién de Lectura 3' o Short Sequence Assembly by K-mer search
and 3' read Extension)

Fue el primer ensamblador de lecturas cortas y fue diseflado para lecturas cortas no
apareadas de longitud uniforme. Estaba basado en la nocién de que una alta
cobertura proveeria un conjunto de lecturas libres de error si las lecturas erroneas
pudieran ser evitadas. SSAKE no usa una gréafica explicitamente, usa una tabla de
busqueda de lecturas indexada por sus prefijos, donde busca iterativamente lecturas

gue se sobreponen en un extremo del contig, de esta manera ensambla
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agresivamente millones de secuencias cortas de nucleétidos por busqueda
progresiva de K-mers perfectos situados en el punto mas extremo 3' de las
secuencias (perfect 3'-most k-mers) usando un arbol de prefijos de ADN (Warren et
al., 2007). Sus lecturas candidatas deben tener una sobreposicion idéntica de prefijo
a sufijo cuya longitud esté arriba de un umbral, por lo que escoge cuidadosamente
entre lecturas mdltiples con superposiciones igualmente largas. SSAKE prefiere
lecturas con confirmacion de extremo a extremo en otras lecturas, lo que favorece
lecturas libres de error, ademas el software detecta cuando el conjunto de candidatos
presenta extensiones multiples, en particular, detecta cuando los sufijos de las
lecturas candidatas exhiben diferencias que son cada una confirmadas en otras
lecturas. En este punto, el software termina la extension del contig. Cuando ninguna
lectura satisfaga el umbral minimo inicial, el programa disminuye el umbral hasta que
un segundo minimo es alcanzado (Miller et al., 2010).
e SHARCGS

Es un ensamblador que prefiltra las lecturas de acuerdo con sus valores de calidad y
su redundancia en el conjunto de datos. (Dohm et al., 2007). Este ensamblador
también opera con lecturas cortas no apareadas de alta cobertura y longitud
uniforme. Agrega funcionalidades pre y post-procesador al algoritmo basico de
SSAKE. EIl preprocesador filtra lecturas erréneas al requerir un nimero minimo de
correspondencias exactas a todo lo largo, en otras lecturas. Un filtro alin mas
restrictivo es opcional, requiriendo que los valores de calidad (QVs) de lecturas que
coincidan excedan un umbral minimo. SHARCGS filtra el conjunto de lecturas crudas
tres veces, cada una con un conjunto de restricciones diferente, para generar tres

conjuntos filtrados diferentes. Después ensambla cada conjunto separadamente por
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extension iterativa de los contigs. Entonces, en el postproceso, fusiona los tres
conjuntos de contigs usando alineamiento de secuencia. La fusion tiene el propdsito
de extender los contigs desde lecturas altamente confirmadas por medio de la
integracion de contigs mas largos provenientes de filtros de menor restriccion. (Miller

et al., 2010).

1.5.3 Aspectos adicionales en el ensamblaje.

e Factores que complican la aplicacion de las gréaficas de K-mer al
ensamblaje de secuencias de ADN.

1. Con la doble cadena del ADN, la secuencia hacia adelante (forward) de cualquier
lectura puede sobreponerse a la secuencia complementaria hacia adelante o hacia
atras (reverse) de otras lecturas. Una ejecuciéon de la grafica de K-mer contiene los
nodos y las flechas para ambas cadenas, cuidando evitar la produccion del
ensamblaje entero dos veces. Otra ejecucion almacena las secuencias forward y
reverse como semi-nodos con la misma rotulacién. Otra ejecucion mas representa
cadenas alternas en un nodo Unico con dos lados, limitando las trayectorias a que
entren y abandonen lados opuestos (Miller et al., 2010).
2. Los genomas reales presentan estructuras repetidas complejas que incluyen
repeticiones (repeats) en tandem, repeticiones invertidas, repeticiones imperfectas y
repeticiones insertadas en repeticiones. Las repeticiones mas grandes que el valor K
producen gréaficas de K-mer enredadas que complican el ensamblaje. Repeticiones
perfectas de longitud K o mayores colapsan dentro de la grafica, dejando una
estructura de grafica local que se asemeja a una cuerda con extremos
deshilachados; las trayectorias convergen a lo largo de la repeticion y después

divergen. El ensamblaje exitoso requiere la separacion de la trayectoria convergente,
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gue representa una repeticion colapsada. Los ensambladores tipicamente consultan
las lecturas y posiblemente los compafieros de pareja (mate-pairs), en intentos de
resolver estas regiones (Miller et al., 2010).

3. Un palindromo es una secuencia de ADN que es su propio complemento reverso.
Los palindromos inducen trayectorias que se doblan y regresan sobre si mismas.
Velvet requiere que los valores de K, que son las longitudes de un K-mer, sean
nameros impares. Un K-mer de tamafio impar no puede corresponder a su propio
complemento reverso (Miller et al., 2010).

4. Los datos reales incluyen errores de secuenciacion o por mal procesamiento de la
muestra. Los ensambladores DBG para reducir este problema pre-procesan las
lecturas para remover errores, después ponderan los filos de las graficas por el
namero de lecturas que las soportan y luego filtran las trayectorias ligeramente
soportadas. Por dltimo, convierten trayectorias en secuencias y usan algoritmos de
alineamiento de secuencias para colapsar trayectorias casi idénticas. Estos errores,
en el caso de Velvet, se enfocan en caracteristicas topoldgicas, donde los datos
erréneos pueden crear tres tipos de estructuras: “puntas” (tips) debidas a errores en
los bordes de las lecturas, salientes o protuberancias (bulges) debidas a errores de
lectura internos 0 a conexiones entre puntas cercanas, y conexiones erréneas
debidas a errores de clonado o a puntas distantes que se fusionan entre si. Los tres
rasgos son removidos consecutivamente (Zerbino & Birney, 2008). Las gréaficas de
K-mer son mas sensibles al error de secuenciacién, ya que cada base mal asignada
introduce hasta k nodos erréneos; sin embargo, para mitigar esto, los enfoques OLC

y DBG, ambos, emplean etapas de preproceso para filtrar o corregir porciones no

23



confirmadas de las lecturas, asi como post-procesos para reparar graficas por

filtracion, suavizacion y enhebramiento (Miller et al., 2010).

e Evaluando la calidad de las lecturas: FastQC
Es importante mencionar que antes de hacer el ensamblaje del genoma, se debe
verificar la calidad de las lecturas generadas por el secuenciador y antes de analizar
la secuenciacién para obtener conclusiones bioldgicas, se deberia llevar a cabo el
control de calidad, para asegurar que los datos crudos estan bien. Muchos
secuenciadores generaran reportes de control de calidad como parte de su
canalizacion (pipeline) de andlisis, pero esos reportes estan usualmente enfocados
en identificar problemas que son generados por el propio secuenciador. FastQC se
enfoca en proveer un reporte de control de calidad (QC report) que puede poner en
evidencia problemas que se originan ya sea en el secuenciador o en material de la
biblioteca o libreria de inicio. El andlisis en FastQC se lleva a cabo por una serie de
modulos de andlisis de los datos de secuenciacion. En el reporte de calidad se
muestran un resumen de los moédulos que fueron ejecutados y una evaluacion
rapida, que muestra si los resultados del médulo parecen enteramente normales
(marca verde), ligeramente anormales (marca naranja) 0 muy inusuales (marca roja)
(Figura 10). Estas evaluaciones deben ser tomadas en el contexto de lo que uno
espera de su biblioteca o libreria, ya que la informacién ayuda a encontrar
orientaciones especificas sobre como interpretar los resultados de cada maédulo.

(http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/).
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Figura 10. Visualizacion del reporte generado por FastQC
(http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/)

1.6 Otros programas
Existen otros programas que sirven de apoyo cuando se esta trabajando en un

ensamblaje.

1.6.1 Mauve

Mauve permite alinear genomas para compararlos. Este programa representa un
sistema de alineamiento que integra analisis de eventos evolutivos de gran escala
con alineamiento de secuencias multiples tradicionales. Mauve usa el anclaje como
una heuristica para incrementar la rapidez del alineamiento e identifica y alinea
regiones de colinealidad local llamados bloques localmente colineales (locally
collinear blocks o LCBs). Cada LCB es una regibn homologa de secuencia
compartida por dos o mas de los genomas bajo estudio y no contiene ningun

rearreglo de la secuencia homologa (Darling et al., 2004).
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El “display” de alineamiento esta organizado en un “panel” horizontal por cada
secuencia de genoma introducida. Cada panel de genoma contiene el nombre de la
secuencia de genoma, una escala que muestra las coordenadas de secuencia para
ese genoma y una linea horizontal central Unica. Pueden aparecer siluetas de
blogues coloreados arriba y posiblemente abajo de la linea central, donde, cada uno
de estos trazos de bloques rodea una regién de la secuencia del genoma que se
aline6 aparte de otro genoma y es presumiblemente homologo e internamente libre
de rearreglo genémico. Cuando un bloque se encuentra arriba de la linea central, la
region alineada esta en la direccion hacia adelante (forward), en relacién a la
secuencia del primer genoma. Los bloques debajo de la linea central indican
regiones que se alinean en la orientacidon reversa (reverse). En el esquema de color
estandar, la region de secuencia cubierta por un bloque coloreado es enteramente
colineal y homologa entre los genomas Las limites de los blogues coloreados
usualmente indican los puntos de interrupcion del rearreglo del genoma. Las areas
gue son completamente blancas no fueron alineadas y probablemente contienen
elementos de secuencia especificos para el genoma particular. La altura del perfil de
similitud corresponde al nivel promedio de conservacion en esa region de la
secuencia del genoma, esta calculada para que sea inversamente proporcional a la
entropia de la columna de alineamiento promedio sobre una regién del alineamiento

(Darling et al., 2004; http://darlinglab.org/mauve/user-guide/viewer.html).
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Figura 11. Alineamiento de E. coli K12 MG1655, S. flexneri 2a 301, y S. flexneri 2457. Las regiones
invertidas en el genoma de S. flexneri estan claramente dibujadas como bloques debajo de la linea
central de cada genoma. Estos tres genomas fueron tomados del sitio NCBI FTP y alineados con
Progressive Mauve usando parametros de default. En esta figura, los bloques coloreados del primer
genoma son conectados por lineas a bloques similarmente coloreados en el segundo y el tercer
genoma. Estas lineas indican cuales regiones en cada genoma son homélogas. Note el patrén de
cruce en X de las lineas que tienden a ocurrir en la vecindad del origen y término de la replicacion
predichos en estos organismos (http://darlinglab.org/mauve/user-guide/viewer.html).
Cuando un alineamiento ha sido computado con Progressive Mauve, que es la
porcién del programa que permite la visualizacion, esta disponible un modo de
display que colorea regiones conservadas entre todos los genomas, de modo
diferente a las regiones conservadas entre subgrupos de los genomas. A las
regiones conservadas entre todos los genomas se les denomina como “columna

vertebral” y son dibujadas en color Malva (Mauve, en inglés)

(http://darlinglab.org/mauve/user-guide/viewer.html).
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Figura 12. Alineamiento de E. coli K12 MG1655,S. flexneri 2a 301, y S. flexneri 2457T con diferentes
settings de estilo. Las partes del despliegue de similitud que estan en color Malva estan conservadas
entre los tres genomas. Mientras que las porciones en color verde son segmentos conservados solo
entre Shigella flexneri. La caja negra sigue el cursor del mouse y resalta el sitio homologo en cada
genoma (http://darlinglab.org/mauve/user-guide/viewer.html).
1.6.2. Tablet
Tablet es un visualizador usado para el ensamblaje y alineamientos de secuencias.
Provee visualizaciones de alta calidad mostrando los datos en vistas empacadas o
apiladas, permitiendo acceso instantaneo y navegacion a cualquier region de interés,
asi como visién de conjunto de contigs y resimenes de datos. Tablet puede a la vez
trabajar con multi-cores y es eficiente en el uso de la memoria, por lo que es capaz
de manejar ensamblajes que contengan millones de lecturas, aun en una maquina de
escritorio de 32 bits. Puede importar datos de los formatos de ensamblaje ACE, AFG,
MAQ y SOAP (con un soporte preliminar para SAM), y puede manejar datos de 454 y

Solexa. Sus visualizaciones se dividen en varias areas; el “display” principal provee

una vision de un contig unico a la vez, con lecturas alineadas contra su secuencia
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consenso. Las lecturas se colorean de acuerdo al tipo de nucleétido y un uso de los
gradientes y del color permiten que la estructura visual se mantenga aun cuando se

hagan maximos acercamientos (Milne et al., 2009).
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Figura 13. Visualizacion de cada uno de los nucledtidos contenidos en un contig seleccionado. Cada
uno de ellos se presenta en un color diferente para hacer la distincion entre ellos (Milne et al., 2009).
Tablet puede configurar los datos en dos formatos: empacados (mostrando tantas
lecturas por linea como sea posible sin superponerlas) o apilados (mostrando una
lectura por linea), y permite al usuario pasar instantaneamente de uno a otro. Una
lista ordenable que contiene todos los contigs disponibles, muestra tanto la longitud
de los contigs como los nameros de lecturas y aspectos de la anotacioén, y puede ser
dindmicamente filtrada por cualquiera de sus campos. El acercamiento continuo del
contig en tiempo real esta soportado por medio de un control deslizante, y hay
también una opcion para variar el contraste entre nucleétidos variantes y no

variantes, la cual ajusta la brillantez para distinguir las bases de las lecturas que
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difieren del consenso. La traduccion de proteinas se proporciona opcionalmente para

todos de los seis recuadros de lectura de la secuencia consenso (Milne et al., 2009).
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Figura 14. Contig pequefio generado con lllumina en un tipo de archivo BAM visto en Tablet. La parte
oscura son las lecturas donde se pueden ver segun la posicién de sus nucleétidos. Se destaca
ademas un resumen de la informacion de la lectura seleccionada, y se hace una representacion

gréfica de la secuencia (Milne et al., 2009).

1.6.3. BWA (Burrows-Wheeler Aligner)

BWA es un paquete de software para mapear secuencias de baja diferencia contra
un genoma de referencia. Consiste de tres algoritmos, denominados BWA-backtrack,
BWA-SW y BWA-MEM. El primer algoritmo esta disefiado para lecturas de secuencia
de lllumina, hasta de 100 pb, mientras que los restantes dos lo estan para
secuencias mas largas que van de 70 pb hasta 1 Mbp (http://bio-
bwa.sourceforge.net/). BWA-MEM y BWA-SW comparten caracteristicas similares
tales como soporte para lecturas largas y alineamientos divididos, pero BWA-MEM,

el cudl es el mas reciente, estd generalmente recomendado para busquedas de alta

30



calidad, ya que es mas rapido y mas preciso. BWA-MEM también tiene un mejor
desempeiio que BWA-backtrack para lecturas de 70-100 bp de lllumina (Li & Durbin,

2009).

1.7 Anotacion

Una vez que se ha ensamblado un genoma, el siguiente paso es hacer una
anotacion del mismo, es decir, hacer un marcado de los genes y otras caracteristicas
bioldgicas en la secuencia de ADN, por medio de un software que permite localizar e
identificar los genes y sus potenciales funciones. La anotacién de un genoma es un
proceso iterativo que utiliza diversas bases de datos (Figura 14). La existencia de
una ruta de reaccion conocida provee informacion muy valiosa que soporta la
inferencia de una funciébn a través de un proceso de eliminacion sistematico

(Overbeek et al., 2004).
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Figura 15. El proceso iterativo de anotacién del genoma (Overbeek et al., 2004).
Los métodos computacionales para determinar la funcion de genes se basan en
similitudes de las secuencias de genes cuya funcion ha sido determinada
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experimentalmente. En cuanto a los métodos de prediccién de funciones, se pueden
ampliar usando enfoques de andlisis de contexto de genes, tales como examinar la
conservacion de clusteres de genes cromosomales, eventos de fusién de genes y
perfiles de co-ocurrencia a través de genomas. El analisis de contexto se basa en la
observacion de que los genes funcionalmente relacionados tienen frecuentemente un
contexto genético similar y descansan en la identificacion de tales eventos a través
de una coleccion de genomas filogenéticamente diversos. De esta manera,
dependiendo del nivel de similitud de secuencia entre genes recién secuenciados y
genes con funcién determinada por métodos experimentales, las funciones predichas
con tales métodos van desde asignacién de categorias funcionales “gruesas”, por
ejemplo, “familia de proteinas aminotransferasas”, hasta descripciones muy precisas
de la funcion, por ejemplo, “alanina aminotransferasa”. Los genes sin similitud con
genes caracterizados funcionalmente se dice que tienen una funcion desconocida y

son frecuentemente rotulados como “proteinas hipotéticas” (Mavromatis et al., 2009).

1.7.1 Algunos programas para hacer la anotacion
Tal y como se presentan diferentes opciones para ensamblar un genoma, también
las hay para hacer la anotacién. A continuacion se mencionan algunas de las

herramientas usadas para la anotacion de genomas.

1.7.1.1 RAST (Rapid Annotations using Subsystems Technology)

RAST es un servicio automatizado para la anotacion de genomas completos, o casi
completos de bacterias y de arqueas. Identifica genes que codifican para proteinas,
rRNS y tARN; asigna funciones a los genes, predice cudles subsistemas estan

representados en el genoma, usa esta informacion para reconstruir la red metabdlica
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y hace que el resultado sea facilmente descargable por el usuario. Ademas, el
genoma anotado puede ser visto y analizado desde el ambiente SEED
(http://pubseed.theseed.org; Aziz et al., 2008), el cual es una integracion de datos de
genomas constantemente actualizada, con una base de datos de genomas. El
ambiente SEED también aloja subsistemas (acopios de familias de proteinas
relacionadas funcionalmente) y sus FIGfams (familias de proteinas) derivadas, las
cuales representan el nucleo del motor de anotacion de RAST (Figura 16) (Overbeek
et al., 2014). Cuando un nuevo genoma es sometido a RAST, los genes son
asignados y sus anotaciones son hechas por comparacién con la coleccion de
FIGfams. Si el genoma se hace publico, sera alojado dentro de SEED y sus
proteinas pasan a formar parte de la coleccion de FIGfams (Aziz et al., 2008;

Overbeek et al., 2014).

The SEED Viewer

Welcome to the SEED Viewer - a read-only browser of the curated SEED data.
For more information about The SEED please visit theSEED.org.

»Navigate = »0 i »C ive Tools = »Help

Organism Overview for Bacillus subtilis (6666666.101076)

Genome Bacillus subtilis *’) For each genome we offer a wide set of information to browse,

Domain Bacteria
. . - Browse |Cnmpare | Download |Mnotate |

Taxonomy Bacteria; Bacillus subtilis
Neighbors View closest neighbors Browse through the features of Bacillus subtilis
Size 5,221,581 bp both graphically and through a table. Both allow

= = quick navigation and filtering for features of your
Number of Contigs (with PEGs) 1 interest. Each feature is linked to its own detail
Number of Subsystems 478 page.

i 5348 .
Number of Coding Sequences Click here to get to the Genome Browser
Number of RNAs 146

Figura 16. Resultados de una anotacion realizada en RAST donde se puede visualizar con el
ambiente SEED.

El servicio normalmente tiene disponible el genoma anotado después de 12-24 horas
de haber sido sometido. RAST trata de producir evaluaciones de genes de alta
calidad y una reconstruccion metabdlica inicial, basandose en el uso de una libreria
creciente de subsistemas que son conservados manualmente y en familias de

proteinas principalmente derivadas de esos subsistemas (FIGfams). De esta manera,

33


http://pubseed.theseed.org/

tenemos que RAST produce autométicamente dos clases de funciones declaradas
de genes: las primeras, basadas en subsistemas, estdn basadas en el
reconocimiento de las variantes funcionales de los subsistemas, y las no basadas en
subsistemas, las cuales se llenan usando enfoques mas comunes para la integracion
de la evidencia obtenida a partir de un cierto nimero de herramientas. El hecho de
que RAST distinga entre estas dos clases de anotacion y use la basada en
subsistemas, que es relativamente mas confiable, hace los resultados de RAST un
esfuerzo integral de anotacion excepcionalmente bueno. Ademas, este servicio
provee de un ambiente para examinar el genoma anotado y compararlo con cientos
de genomas mantenidos dentro de la integracion SEED, a través de su visor de
genomas, que ademas permite la determinacion de genes que el genoma tiene en
comun con grupos especificos de otros genomas (0 de genes que lo distinguen de
esos grupos especificos), confiere la habilidad para desplegar el contexto genémico
alrededor de genes especificos y la habilidad de descargar informacion relevante y

anotaciones (Aziz et al., 2008).

Subsystem Information

Subsystem Statistics | Features in Subsystems

Subsystem Feature Counts
®= W Cofactors, Vitamins, Prosthetic Groups, Pigments (275)
=M Cell wall and Capsule (182)
= W Virulence, Disease and Defense (117)
® W Potassium metabolism (19)
= W Photosynthesis (0)
= Miscellaneous (58)
@ M Fhages, Prophages, Transposable elements, Plasmids (20)

Subsystem Coverage Subsystem Category Distribution

=M Membrane Transport (143)

= M Iron acquisition and metabolism (44)
W @ RNA Metabolism (173)
. @ M MNucleosides and Nucleotides (136)
@ Protein Metabolism (251)
— @M Cell Division and Cell Cycle (55)

@ Motility and Chemotaxis (81)

= W Regulation and Cell signaling (110)

= Secondary Metabolism (8)

@ W DMNA Metabolism (120)

= W Fatty Acids, Lipids, and Isoprenoids (143)
= M Mitrogen Metabolism (32)

@ W Dormancy and Sporulation (140)

= W Respiration (22)

= M Stress Response (108)

@  Metabolism of Aromatic Compounds (16)
®  Amino Acids and Derivatives (525)

= Sulfur Metabolism (38)
=
=

Phosphorus Metabolism (101)
Carbohydrates (461)

Figura 17. Genes conectados a subsistemas y su distribucion en categorias diferentes. Las categorias
se pueden expandir hasta el gen especifico.
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1.7.1.2 IMG (Integrated Microbial Genomes)

El Sistema Genomas Microbianos Integrados (Integrated Microbial Genomes o IMG)
integra genomas, ya sean incompletos, asi como genomas completos, de los tres
dominios de la vida (Bacteria, Archaea y Eucarya) con un gran namero de plasmidos
y virus (Markowitz et al., 2012). IMG emplea recursos de NCBI (National Center for
Biotecnology Information) (Pruitt et al., 2009) como su fuente principal de datos de
secuencias de genomas Yy anotaciones “primarias” de genes predichos y sus
proteinas producidas. Para cada genoma, IMG registra la informacién de la
secuencia del genoma, incluyendo su organizacion en replicones cromosomales
(para genomas terminados) y scaffolds y/o contigs (para genomas incompletos),
junto con las secuencias codificantes de proteinas (protein-coding sequences o CDS)
predichas, algunos genes codificantes de ARN y los nombres de los productos de
proteinas que son proporcionados por los centros de secuencia de genomas (Figura
18) (Markowitz et al., 2012). El pipeline (canalizacién) de integracion de datos de IMG
asocia cada genoma con metadatos de GOLD (Genomes OnLine Database) (Liolios
et al., 2010), y rellena cualquier informacién adicional potencialmente faltante de los
archivos de referencia, tales como repeticiones CRISPR (Clustered Regularly
Interspaced Palindromic Repeats) (Bland, et al., 2007), sefiales de péptidos
computadas usando SignalP (Emanuelsson et al., 2007) y hélices transmembrana
usando TMHMM (Transmembrane Helices Hidden Markov Models) (Moller et al.,
2001). Los ARN'’s faltantes son identificados usando tRNAscan-SE-1.23 (Lowe &
Eddy, 1997) para ARNs, HMMs (Hidden Markov Models) desarrollados de modo
propio para ARNr (Lagesen et al., 2007), y Rfam (Annotating non-coding RNAS in

complete genomes) (Griffiths-Jones et al.,, 2005), asi como INFERNAL v1.0
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(Inference of RNA Alignments) (Nawrocki et al., 2009) para otros ARNs pequefos.

Los genes son asociados con anotaciones funcionales “secundarias” y listas de

genes relacionados (es decir homologos, o paralogos). Las anotaciones generadas

por IMG consisten en familias de proteinas y caracterizaciones de dominio basadas

en clusters de grupos ortélogos (COGSs) y en categorias funcionales (Tatusov et al.,

2003), Pfam (Protein Families Database) (Finn et al.,, 2010), categorias de rol

TIGRfam y TIGR (Selengut et al., 2007), dominios InterPro (Hunter et al., 2005),

términos de Ontologia de Genes (Genes Ontology o GO) (Gene Ontology

Consortium, 2008) asi como términos y trayectorias KEGG (Kyoto Encyclopedia of

Genes and Genomes) Ortholog (KO) (Kanehisa et al., 2010).
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Figura 18. Herramienta exploradora de genomas y de busqueda en IMG. El “Explorador de genomas”

presenta los genomas dispuestos en un arbol filogenético o (i) en una lista tabular que puede ser
configurada por (ii) el agregado o la remocién de columnas especificas de genomas, metadatos o
anotaciones. (iii) El “buscador de genomas*® permite buscar genomas en campos especificos de

genomas o metadatos (iv) Un genoma puede ser explorado usando una variedad de herramientas de
exploracién; examinado buscando la presencia de genes especificos usando BLAST o; descargado
(Markowitz et al., 2012).
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Para cada gen, IMG provee listas de genes relacionados (esto es, candidatos
homélogos, parélogos y ortdlogos) que estan basados en similitudes de secuencias
computadas usando el BLASTp (Basic Local Alignment Search Tool for proteins) de
NCBI (National Center for Biotechnology Information) para genes codificantes de
proteinas y en BLASTn (Basic Local Alignment Search Tool for nucleotide)para
genes de ARN. Tales listas de genes pueden ser filtradas usando el porcentaje de

identidad, puntuacion de bit (bit score) y valores E (E-Values) mas estrictos.

1.8 Prediccién de funciones en un microorganismo a partir de la anotacion
Como se mencion6 anteriormente, una vez que se han anotado los genes de un
genoma, con esta informacién se puede hacer una prediccion de las posibles
funciones fisiolégicas del microorganismo a analizar. Dentro de estas funciones, se
puede analizar todo aquello de lo que presuntamente es capaz el microorganismo,
por los genes que presenta, por ejemplo, si posee genes que codifican para la
produccién de xilanasas, amilasas, reductasas, deshidrogenasas, fijacion de
nitrégeno, o bien genes relacionados con la resistencia a compuestos tdxicos, como
antibioticos y metales (Aziz et al., 2008).

En cuanto a metales, algunos microorganismos pueden tener genes de resistencia a
metales pesados, lo cual resulta interesante, pues estos componentes son un gran
problema ambiental, ya que se bioacumulan en los organismos, lo que causa dafio
en las diferentes cadenas tréficas y eventualmente en los humanos, ya que no
contamos con vias para su biodegradacion (Bruins et al., 2000; Choudhury &

Srivastava, 2001).
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1.9 Metales pesados y metaloides

En general, los metales juegan un papel integral en los procesos vitales de los
microorganismos, ya que funcionan como catalizadores para reacciones bioquimicas,
son estabilizadores de estructuras proteicas y paredes celulares bacterianas y sirven
para mantener el balance osmoético. Por ejemplo, los metales de transicion
esenciales, como el hierro (Fe), el cobre (Cu) y el niquel (Ni), estan involucrados en
procesos redox. Otros metales esenciales, como el magnesio (Mg) y el zinc (Zn),
estabilizan varias enzimas y al ADN a través de fuerzas electrostaticas. El hierro, el
magnesio, el niquel y el cobalto son parte de moléculas complejas, teniendo una
amplia gama de funciones, y el potasio y el sodio son requeridos para la regulaciéon
de la presién osmética intracelular (Bruins et al., 2000).

Es importante resaltar que existen otros metales que no tienen un papel biolégico,
como plata (Ag), aluminio (Al), cadmio (Cd), oro (Au), plomo (Pb) y mercurio (Hg)
(Bruins et al., 2000), debido a esto, tanto procariontes como eucariontes han
desarrollado un amplio espectro de rutas tales como la oxidacién/reduccion, la
compartamentalizacion, la exclusion y la inmovilizacién, como los mecanismos de
defensa natural contra los compuestos téxicos (Tsai et al., 2009), como es el caso de

los metales pesados.

1.9.1 Toxicidad de metales pesados

Los metales pesados son considerados compuestos toxicos, se les llama pesados
debido a que tienen la caracteristica de presentar una alta densidad (superior a
5g/cm?), y generalmente ejercen una accién inhibitoria en los microorganismos,
blogueando grupos funcionales esenciales, desplazando otros iones metalicos

esenciales o modificando las conformaciones activas de moléculas biologicas; sin
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embargo, en relativamente bajas concentraciones algunos metales pesados son
esenciales para los organismos, (por ejemplo Co, Cu, Zn, Ni) ya que proveen
cofactores vitales para metalo-proteinas y enzimas (Hassen et al., 1998).

La toxicidad ocurre por el desplazamiento de metales esenciales de sus sitios de
unién nativos o a través de interacciones de ligandos. Los metales no esenciales se
unen con mayor afinidad a grupos que contienen tioles y a grupos con oxigeno,
desplazando asi a los metales esenciales. La toxicidad también resulta de
alteraciones en la estructura conformacional de acidos nucleicos y proteinas; asi
como por interferencia con la fosforilacion oxidativa y el balance osmético. Las
bacterias se han adaptado a la presencia de metales pesados a través de una
variedad de sistemas de resistencia mediados a nivel de cromosoma, de
transposones y de plasmidos. (Bruins et al., 2000).

Metales como el hierro (Fe), el cobre (Cu) el cromo (Cr), el vanadio (V) y el cobalto
(Co) llevan a cabo reacciones ciclicas de oOxido-reduccion; por otro lado, para un
segundo grupo de metales, mercurio (Hg), cadmio (Cd), y niquel (Ni); la ruta primaria
para su toxicidad es el agotamiento del glutatiéon y la adhesion a grupos sulfhidrilos
de las proteinas. El arsénico (As) se adhiere directamente a grupos tiol; sin embargo,
han sido propuestos otros mecanismos, que involucran la formacion de peroxido de
hidrégeno bajo condiciones fisiolégicas (Bruins et al., 2000; Xiong & Jayaswal, 1998).
Los iones de metales pesados traza, tales como el cobalto (Co), el zinc (Zn), el cobre
(Cu) y el niquel (Ni), juegan papeles importantes en las bacterias. Ellos regulan una
amplia gama de funciones metabdlicas como coenzimas, cofactores, catalizadores,
acidos de Lewis en enzimas Yy estabilizadores estructurales de enzimas y proteinas

gue se adhieren al ADN (Choudhury & Srivastava, 2001). Sin embargo, al aumentar
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Su concentracion estos metales pueden producir dafios a los microorganismos, de
esta manera, éstos han desarrollado mecanismos para regular los procesos de
entrada y salida de estos compuestos para mantener el nivel intracelular
relativamente constante de los iones de metales pesados y asi poder resistir su

presencia (Xiong & Jayaswal, 1998).

1.9.2 Resistencia a metales pesados

Una célula puede desarrollar sistemas de resistencia a metales en un intento por
proteger componentes celulares sensibles. El limitar el acceso del metal o la
alteracion de componentes celulares disminuye la sensibilidad a metales. Varios
factores determinan la existencia de resistencia en un microorganismo: el tipo y
namero de mecanismos de captacion del metal, el papel que cada metal juega en el
metabolismo normal, y la presencia de genes localizados en plasmidos, cromosomas
o transposones que controlan la resistencia al metal (Choudhury & Srivastava, 2001).
Muchos microorganismos demuestran resistencia a metales en agua, suelo y
desechos industriales. Los genes localizados en cromosomas, plasmidos vy
transposones codifican resistencia especifica a una variedad de iones metalicos.
(Bruins et al., 2000).

Para entender la interaccion metal-microorganismo, es necesario hacer una
distincion entre dos tipos de metales pesados: metales pesados que son toxicos per
se y metales que son esenciales para el crecimiento y la manutencion, pero que son
toxicos cuando estdn en exceso. Para la resistencia a metales que son
fisiol6gicamente requeridos, la supervivencia se optimiza por cooperaciéon entre el
mecanismo de resistencia y el metabolismo celular normal del metal, permitiéndole a

la célula acumular suficiente metal para el mantenimiento de actividades
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dependientes a ese metal, mientras que se reacciona contra concentraciones del
metal supra-6ptimas (Choudhury & Srivastava, 2001).

Los mecanismos moleculares involucran un numero de proteinas, tales como
trasportadores de iones, reductasas, fitoquelatinas (cadistinas) asociadas a glutation
y metalotioneinas ricas en cisteina, asi como ligandos para metal de bajo peso
molecular ricos en cisteina. Estas proteinas exportan los iones metélicos fuera de las
células o los detoxifican o secuestran de tal manera que las células puedan crecer en
un ambiente que contienen altos niveles de metales toxicos. Sin embargo, no hay un
mecanismo comun de resistencia a todos los iones de metales pesados. En las
bacterias, los genes que codifican la resistencia a metales pesados se localizan ya
sea en el cromosoma bacteriano, en los plasmidos o en ambos. (Xiong & Jayaswal,
1998). Hay seis mecanismos generalmente propuestos para la resistencia a metales
pesados en las bacterias y otros microorganismos: (a) exclusién del metal por medio
de una barrera de permeabilidad; (b) exclusion por bombas de evacuacién con
transporte activo; (c) secuestro intracelular fisico por proteinas de unién u otros
ligandos, para prevenir que dafie los sitios celulares sensibles al metal; (d) secuestro
extracelular; (e) detoxificacion enzimatica del metal hasta una forma menos téxica y
(f) reduccién de la sensibilidad de los sitios celulares sensibles a los iones metalicos.
Estas estrategias se reflejan en el fenotipo de resistencia a uno o varios metales

(Bruins et al., 2000; Choudhury & Srivastava, 2001).

1.8.3 Caracteristicas de algunos metales pesados

1.8.3.1 Arsénico
El arsénico (As) es un metaloide toxico que esta presente en muchos ambientes y es

liberado a través de procesos de origen natural o antropogénico. La OMS establecié

41



0.05 mg/l como limite permitido de arsénico en el agua para consumo humano. El
arsénico existe en varios estados de oxidacion, que incluyen al arsenato As (V),
arsenito As (lll), arsénico elemental As (0) y arsenuro As (-lll) (Tsai et al., 2009). Los
dos estados de oxidacion mas comunes del arsénico soluble en la naturaleza son As
(V) y As (Ill), presentes como los oxianiones: arsenato (AsO4 ) y arsenito (AsOs ),
respectivamente. Aunque el arsenato y el arsenito son ambos toxicos para los
sistemas bioldgicos, inducen diferentes tipos de dafio celular. Debido a su analogia
estructural al fosfato inorganico, el arsenato puede entrar a la célula via los sistemas
de transporte de membrana para fosfato e interrumpir las reacciones metabdlicas
gue requieren fosforilacion. En contraste, el arsenito es transportado al interior de la
célula por acuagliceroporinas, en bacterias, levaduras y mamiferos, y ejerce su
toxicidad por adhesién a grupos tiol en proteinas, con lo que debilita su funcion.

El arsenito es mucho mas toxico que el arsenato, sin embargo la resistencia al As (V)
requiere su reduccion a As (lll), el cual es expulsado después. (Achour et al., 2007).
Es posible que el sistema de eflujo de As (lll) haya evolucionado primero bajo
condiciones reductoras, y después fue acoplado con la reduccién de As (V) para
acomodarse a la toxicidad de As (V) una vez que la atmosfera de la tierra se volvio
mas oxidada (Tsai et al., 2009). Por otro lado, la oxidacién de arsenito puede servir
como fuente de energia en microorganismos quimiolitotroficos. Las bacterias que
pueden metabolizar elementos toxicos representan por lo tanto una herramienta
atractiva para restaurar sitios contaminados (Muller et al., 2007).

Muchas bacterias Gram-positivas y Gram-negativas emplean mecanismos similares
de resistencia, como puede ser la oxidaciébn del arsenito o metilacidbn hacia

compuestos menos téxicos, asi como extrusion activa del arsenito de la célula. Los
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genes que codifican la maquinaria de detoxificacion del arsénico (genes ars) estan
ampliamente distribuidos en las bacterias y las arqueas y pueden ser hallados en
plasmidos y cromosomas. Comunmente consisten ya sea de tres (arsRBC) o cinco

(arsRDABC) genes arreglados en una unidad transcripcional Unica (Tsai et al., 2009).

As(l) As(V)

As(v)

MMA GssG  GSH

As(lll)

DMA
R A B Cc
l [ 1 T ] ] As(V)
TMAO 7, R M a
| ol —T— 5
™A Peron i
k I Aslll)
Evaporate
As(V) As(lll)
As(V) As(lll)
Phosphate
b) transporter$ ﬁ AQP
As(MT)— As(lll) As(V)
- \
ARR1 ARR2 ARR3
[

As(GSH) As(PC)

Figura 19 .Representacion esquematica de los procesos involucrados en el metabolismo del arsénico
en el ambiente de (a) procariontes y (b) eucariontes. En ambos casos, el arsénico entra a las células a
través de transportadores. El arsenato es reducido a arsenito por una reductasa, y posteriormente es
extruido fuera de la célula por una bomba de membrana especifica. En eucariontes, el arsenito puede
también ser detoxificado por formacion de complejos con péptidos ricos en Cys tales como las
fitoguelatinas y almacenados en la vacuola. Ademas, el arsenito puede servir como donador de
electrones por oxidacién a arsenato. El arsenato puede ser usado como el aceptor de electrones
Ultimo durante la respiracién y el arsénico inorganico puede también ser transformado en especies
organicas en una familia de metilacién en cascada (Tsai et al., 2009).
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ArsB es una proteina integral de membrana que bombea el arsenito fuera de la
célula, esta frecuentemente asociada con una unidad de ATPasa; ArsA, la cual
proporciona la energia necesaria a ArsB, via hidrdlisis de ATP. ArsC es una arsenato
reductasa que convierte el arsenato a arsenito antes de expulsarlo. ArsR es un
represor trans-actuante involucrado en la regulacion basal del operén ars, mientras
que ArsD es un segundo represor que controla los niveles altos de la expresion de

los genes ars (Figura 19) (Achour et al., 2007).

1.8.3.2 Cadmio.

El cadmio es un metal no esencial que es tdéxico a baja concentracion, la FDA ha
determinado que los niveles de cadmio en el agua en botella no deben exceder 0.005
mg/L, por lo que representa un riesgo importante para la salud humana debido a que
puede provocar estrés oxidativo, cambios en la actividad de muchas enzimas,
interacciones con biomoléculas incluyendo ADN y ARN Yy los riesgos potenciales
consecuentes; haciendo muy importante su oportuna deteccién. Este metal se
encuentra comunmente presente en la bidésfera a concentraciones que se aproximan
a 0.01 a 1.8 ppm y esta frecuentemente asociado con minerales de zinc (Sochor et
al., 2011). En bacterias y otras células, el cadmio entra a través de sistemas de
transporte de iones divalentes y puede ser co-transportado con magnesio. Los
sistemas de transporte de iones divalentes son normalmente requeridos para
transportar metales esenciales tales como magnesio, asi como fosfato y sulfato. Una
consecuencia adversa de esto es el co-transporte de otros cationes que pueden ser
toxicos al organismo (Sochor et al., 2011). Dentro de la célula, el Cd(ll) puede
enlazarse a grupos sulfhidrilos en proteinas esenciales, interfiriendo con funciones

celulares importantes y puede también causar ruptura de una hebra del ADN (Bruins,
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2000). La ATPasa de resistencia a Cd** de bacterias Gram-positivas (CadA) es una
bomba de membrana de cationes homodloga con otras ATPasas tipo P bacteriales,
animales y de plantas. La CadA provoca una incorporacion dependiente de ATP, de
Cd?* (y Zn*") por vesiculas de membrana de adentro hacia afuera. El gen czc (y cnr
asi como ncc) es otro gen de bacterias Gram negativas que confieren resistencias a
Cd?*, Zn**, Co** y Ni**. Estos iones son bombeados por un complejo de tres
polipéptidos de membrana, que no es una ATPasa, pero que funciona como un
transportador del cation H*. El complejo consiste de una proteina de membrana
interna (CzcA), una proteina de membrana externa (CzcC) y una proteina asociada

con ambas membranas (CzcB) (Figura 20) (Silver, 1996).

CzcABC

}

Co Zn Cd
Figura 20. Resistencia a cadmio y a zinc en Staphylococcus aureus. El Cd** es transportado dentro

de la célula por un sistema de asimilacion de manganeso y el Zn* es transportado por un sistema
desconocido (posiblemente un sistema de asimilacion de magnesio). En presencia del plasmido ~125

8 (que contiene el determinante cadA localizado en un fragmento 3.5kb Bg/ll-Xbal), el complejo de
proteina CadCA es inducido y activamente transporta ambos cationes fuera de la célula (Nies, 1992).

1.8.3.3 Cobalto.
El cobalto es requerido como elemento traza en procariontes para llevar a cabo una
variedad de funciones metabdlicas, pero altas concentraciones intracelulares de este

metal de transicion son toxicas. Una de las estrategias de las bacterias para prevenir

45



el dafio es exportar el metal en exceso por medio de sistemas de eflujo (Rodrigue et
al., 2005). El sistema czc es un sistema de eflujo que remueve Co(ll), Zn(ll), y Cd(Il)
que entra a las bacterias en una importacion con Mg(ll). EI operdn contiene varios
genes: CzcA que es esencial para el transporte de cation y es la Unica proteina de
las cuatro capaz de formar un tinel de membrana, ademas es capaz de mediar bajos
niveles de resistencia a Co(ll), Zn(ll), y Cd(ll) y es la mas grande de las proteinas
codificadas por el operdn czc. CzcB transborda los metales de la membrana interna a
la externa , previniendo el contacto con el periplasma; CzcC se soporta en CzcB para
funcionar y puede actuar como un sustrato [Cd(Il), Zn(ll), y un interruptor Co(ll)] para
la bomba de eflujo y CzcD que se encarga de regular los genes de czc (Bruins et al.,

2000; Nies, 1992).

Co 2Zn Cd 2
Mg
Mg‘
plasmid ne 2,
MOL3
P Cd
CzcABC

"}

P

Co Zn Cd
Figura 21. Resistencia a Co’*, Zn*", y Cd** en Alcaligenes eutrophus. EI Co*, el Zn*, y el Cd®son
transportados dentro de la célula por un sistema de asimilacién de magnesio. En presencia del
plasmido pMOL30 (que contiene el determinante czc localizado en un fragmento 8.0-kb Kpnl-BarnH]),
el complejo de proteina CzcCBA es inducido y activamente transporta ambos cationes fuera de la
célula, CzcD esta involucrado en la regulacion de czc (Nies, 1992).

1.8.3.4 Cobre.
El cobre esta ampliamente distribuido en la naturaleza y es frecuentemente
encontrado en la corteza terrestre. Es un elemento traza esencial para los
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organismos, jugando un papel importante en un gran nimero de procesos bioldgicos
(Altimira et al., 2012).

Los genes que confieren resistencia al cobre en las bacterias estan frecuentemente
presentes en plasmidos y organizados en un operon. La resistencia a cobre esté
codificada por los genes cop (copABCD) en varios Gram-negativos (Figura 21) y por
los genes pco (pcoABCD) en Escherichia coli cepa RJ92. El gen copA codifica a una
oxidasa multi-cobre (pcoA gen en E. coli), es uno de los principales genes para la
resistencia al cobre en bacterias Gram-negativas, codifica la oxidasa multi-cobre que
oxida Cu(l) a la forma quimica menos téxica de Cu(ll); CopB, es una proteina de
membrana exterior involucrada en el transporte de cobre a través de la membrana;
CopC es una proteina periplasmica capaz de adherir cobre y CopD est4 asociada
con la membrana interior donde participa en el transporte de cobre (Altimira et al.,

2012; Cervantes & Gutiérrez-Corona, 1994; Nies, 1992).

SR T {”‘i‘:" ’ :":'-:'E?:; e Y,
Figura 22. Locaciones celulares de los polipéptidos codificados por el determinante de resistencia al
cobre del plasmido de Pseudomonas wringae. Las proteinas de la membrana externa (OM) y de la
membrana interna (IM), CopB y CopD, respectivamente, participan en el transporte de cobre y/o en el
eflujo. CopA y CopC son proteinas periplasmicas capaces de adherir iones cobre (Cervantes &

Gutiérrez-Corona, 1994).

Otros sistemas de asimilacion de cobre incluyen CutA y CutB. CutA esta ademas

involucrado en la asimilacion de zinc tanto como lo esta en el transporte de cobre.
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Ademas incluyen dos proteinas intracelulares de acarreo/almacenamiento de cobre
(CutE y CutF), que pueden ser responsables de proteger a la célula bacteriana de la
toxicidad del cobre y entregarlo a los sitios de sintesis de cuproproteinas. A los
genes estructurales cutC y cutD les han sido asignados un papel en el eflujo de
cobre (Figura 22). Las proteinas CutC y CutD son probablemente ATPasas de eflujo
de cobre. El patréon de adhesién de cobre de la proteina CutE esté relacionada con
una region ligadora de cobre. Un gene adicional, cutR, es responsable de regular el
operén cut (Cervantes & Gutiérrez-Corona, 1994).
Cu2+

EX

/7 CutA leo CutB N

Cylt — Toxic effects

CutkE J\- CutF Metallo-

O O —* proteins

ATP | ADP+Pi

\__m.cbi;’;gup J
\ (13 Y,
1

2+
Cu
Figura 23. Modelo para el funcionamiento de los productos del gene cromosomal (Cut) involucrado en

el metabolismo de cobre en E. coli. Las flechas indican el destino del cobre hasta que el exceso es
extruido por la ATPasa de membrana (Cervantes & Gutiérrez-Corona, 1994).

1.8.3.5 Zinc

El zinc es un componente de muchas ADN y ARN polimerasas, ademas muchas
proteinas regulatorias de genes en eucariontes (y algunos procariontes) contienen un
patrén llamado “dedo de zinc” para el reconocimiento de acidos nucleicos. Las
fosfatasas alcalinas contienen Zn?* esencial, que juega un papel estructural, mas que

catalitico; el cation sirve para coordinar el grupo fosfato en el complejo enzima-
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fosfato no-covalente. (Nies, 1992), ademas, el zinc es componente de mas de 200
enzimas aisladas de especies diferentes donde es indispensable para su funcion
catalitica y su estabilidad estructural. (Choudhury & Srivastava, 2001). Sin embargo,
aunque es un ion metélico esencial, es téxico a altas concentraciones, por ejemplo,
es un potente inhibidor de los sistemas de transporte de electrones respiratorios de
bacterias y mitocondrias. La toxicidad del zinc se ha hallado que es bastante baja
comparada con otros metales como el Hg, Cd, Cu, Ni, Co y Pb. El limite de seguridad
de concentracion de zinc en agua potable es de 5 pg/ml. La resistencia a niveles
toxicos de zinc puede deberse a acumulacién extracelular, al secuestro por
metalotioneinas (MT)34-36, al secuestro fisico intracelular o basada en eflujo

(Choudhury & Srivastava, 2001).
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Figure 24. Mecanismos de resistencia al zinc en bacterias. Adhesion extracelular, adhesion sobre la
membrana extracelular, exportacion activa via una bomba de eflujo (ATPasa tipo P o antiporteador de
proton): después de que los iones zinc han sido tomados por rutas especificas o no especificas;
secuestro por proteinas periplasmicas y/o citoplasmicas u otros ligandos, como granulos de polifosfato
(Choudhury & Srivastava, 2001).
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2. Justificacion

En el suelo del ex Lago de Texcoco existe una gran diversidad de microorganismos,
gue en general incluyen, arqueas, bacterias y hongos, los cuales tienen propiedades
que no han sido analizadas. El analisis del genoma de microorganismos aislados de
ambientes extremos puede contribuir a un conocimiento mas completo sobre las
caracteristicas de interés de esos microorganismos, como es la resistencia a
compuestos toxicos, por ejemplo a metales pesados.

Con la anotacion del genoma se pueden encontrar genes con funciones conocidas.
Estos genes pueden estar expresados o no, pero con la anotacion es posible hacer
una prediccidbn de potenciales caracteristicas fisiologicas, de esta manera, la
anotacion podria facilitar la busqueda de propiedades en microorganismos aislados
antes de hacer las pruebas fisiol6gicas o de resistencia para la busqueda de ciertas
caracteristicas, puesto que esta busqueda experimental implica gasto de materiales y

esfuerzos, y no garantiza que se encuentre la propiedad que se esté buscando.

3. Hipotesis
El ensamblaje y la anotacién de la secuencia de Texcoconibacillus texcoconensis
gen. nov., sp. nov., cepa 13CC' permitira tener un conocimiento sobre los genes que
le pueden conferir resistencia a diferentes compuestos, como es el caso del arsénico,

cadmio, cobalto, cobre y zinc.

4. Objetivos

4.1 Generales

e Realizar el ensamblaje y anotacion gendmica de T. texcoconensis.
e Comprobar los resultados de la anotacion gendmica verificando la resistencia

a arsenico, cadmio cobalto, cobre y zinc, predicha por la anotacion.
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4.2 Objetivos especificos

e Ensamblar el genoma de T. texcoconensis con el programa Velvet.

e Hacer la anotacién del genoma con la herramienta en linea RAST.

e Construir arboles filogenéticos usando los genes rpoB y recA para encontrar
microorganismos similares a T. texcoconensis y usar la herramienta BLAST
para hacer la comparacién entre los genomas.

e Analizar el genoma de T. texcoconensis para la identificacion de genes, entre
ellos los de resistencia a arsénico, cadmio, cobalto, cobre y zinc.

e Realizar pruebas de resistencia a arsénico, cadmio, cobalto, cobre y zinc y
determinar las Concentraciones Minimas Inhibitorias (MICs) para comprobar la

presencia de la funcion asociada a los genes predichos con RAST.

5. Metodologia

5.1 Ensamble del genoma con VELVET

Previo al presente trabajo, Ruiz-Romero purifico y secuencié con lllumina Casava
pipeline version 1.8.2 el genoma de Texcoconibacillus texcoconensis. La informacion
obtenida de la secuenciacion fue usada en el presente trabajo.

La secuenciacion se realiz6 con el lllumina Casava pipeline version 1.8.2. Las
lecturas recibidas “crudas” (raw) venian filtradas con el sistema de filtrado Illumina
Chastity filtering y las lecturas que contenian adaptadores y/o sefiales de control
PhiX fueron removidas usando un protocolo de filtrado propio del secuenciador, esto
para garantizar la calidad de las mismas y fueron recibidas en un formato fastq. Con
estos archivos de las secuencias forward (R1) y reverse (R2) se alimento el

programa FastQC, para corroborar la calidad de las mismas.
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Una vez realizado el andlisis de la calidad de las lecturas se procedi6é a cargar estas
en el programa Velvet version 1.1.03, el cual esta instalado en la supercomputadora
Mazorka del Langebio, la cual cuenta con una capacidad de almacenamiento total de
67TB y 66 nodos, de los cuales 42 estan prendidos, estos a su vez cuentan con un
total de 532 nucleos, funcionando a 5.633 TFLOPS / Queue, teniendo 6 Queue:
ensam, biofis, mem64, quad, twin y xeon; de estos para el Queue ensam, estan
asignados 2 nodos con 4 procesadores por nodo, 8 nucleos por procesador y 32
ndcleos por nodo, en esta misma seccion o0 queue cuenta con una memoria RAM de
260 GB por nodo y tiene un procesador E7-4820@ 2.00GHz que funciona a 0.512
TFLOPS.

Para poder iniciar el ensamblaje, se eligieron diferentes K-mers, partiendo de 50 pb,
por ser el tamafio de inserto usado en la secuenciacion, y este se subdividio, de esta
manera se evaluaron 11 Kmer diferentes: 13, 15, 19, 23, 25, 29, 33, 35, 39, 43 y 45.
Después de definir los K-mers a probar, se cargaron las secuencias “raw” en Velvet y
se iniciaron las pruebas de ensamblaje con cada Kmer, dando como datos de salida:
la cobertura (coverage), numero de contigs, niumero de N’s y tamafio de ensamblaje
(assembly length). Con base en estos parametros, se hizo una comparacion de los
pardmetros de salida del ensamblador y se eligié el mejor ensamblaje segun esta
comparacion. El resultado del ensamblaje se guardé en un archivo con extension

.fasta. Con este archivo se hizo la anotacion del genoma.

5.2 Anotacion del genoma con RAST (Rapid Annotation using Subsystem
Technology).
Se decidio usar la herramienta en linea RAST para hacer la anotacion del genoma.

Para hacer uso de esta, se ingresa al portal de RAST: http://rast.nmpdr.org/. Dentro
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de esta pagina se debe generar un nuevo registro de usuario para después poder
cargar los genomas que se desean anotar. Una vez cargado el genoma, el sistema
comienza a procesar la informacion y por via correo electrénico informa cuando el
genoma esta anotado. Es en este momento que se puede ingresar a RAST
nuevamente para visualizar resultados, los cuales son presentados en una tabla
donde viene el nombre del archivo que se cargoé y el estatus del mismo (Figura 25).
El usuario puede cargar tantos genomas como necesite y compararlos entre ellos

dentro de RAST.

RAST ol nnotation wing

The NMPDR, SEED-based, prokaryotic genome annotabon service,
For more information about The SEED please visit theSEED org,

Jobs Overview
Progress bar color key:

not started

queued for computation
In progress

réquires user input
failed with an error
successfully completed

Jobs you have access to :

Dwne : = iz catic Staty
Dat: com v

215049 [Banitez, 5656566.101076'5&3”\1& subtilis 1 5221581 ]2015-01-16 :on‘clece‘
Monica 12:13:33  |[ wigw datailz ]

Figura 25. Seccion dentro de RAST para cargar los genomas que se quieran anotar. En la tabla se
muestran los detalles del genoma cargado y el estatus del mismo. Aqui se puede visualizar cuando se
ha concluido la anotacion del genoma.

Al seleccionar ver mas detalles en la opcidén de progreso de la anotacion, se cargan
diferentes opciones de visualizacion con el ambiente SEED de los resultados de la
anotacion. Eligiendo la opcién: Browse annotated genome in SEED Viewer (Figura
26) se despliega el resumen de la anotacion. RAST ofrece dos opciones en esta

seccion: Subsystem Statistics y Features in Subsystems.
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5 RAST

Rapid Annotation using
Subsystem Technology

The NMPDR, SEED-based, prokaryotic genome annotation service.

For more information about The SEED please visit theSEED.org.

Job Details #215049

= Browse annotated genome in SEED Viewsr

= VMiew metabolic model

= Ayailable downloads for this job: | Genbank

¥ | Download | Update download files

» Share this genome with selected users

= Wiew Close Strains for this job

» Back to the Jobs Overview

Figura 26. Visualizacion de los detalles del genoma cargado al sistema.

En la opcién de Subsystem Statistics la primera aparecen los genes encontrados

dentro del genoma en forma de grafica, mostrado en base a una clasificacién estos

genes (Figura 27).

Organism Overview for Bacillus subtilis (6666666.101076)

Genome

Domain

Taxonomy

Neighbors

Size

Number of Contigs (with PEGs)
Number of Subsystems

N ber of Coding S e
Number of RNAs

Bacillus subtilis 3
Bacteria

Bacteria; Bacillus subtilis
View closest neighbors
5,221,581 bp

Subsystem Information

For each genome we offer a wide set of information to browse, compare and download.

Browse | Compare | Download | Annotate |

Browse through the features of Bacillus subtilis
both graphically and through a table, Both allow
quick navigation and filtering for features of your
interest. Each feature is linked to its own detail
page.

Click here to get to the Genome Browser

Subsystem Statistics

Subsystem Coverage

5954

Features in Subsystems

Subsystem Category Distribution

Subsystem Feature Counts

Cofactors, Vitamins, Prosthetic Groups, Pigments (275)
Cell wall and Capsule (182)

Virulence, Disease and Defense (117)
Potassium metabolism (19)
Photosynthesis (0)

Miscellaneous (58)

Phages, Prophages, Transposable elements, Plasmids (20)
Membrane Transport (143)

Iron acquisition and metabolism (44)
RMNA Metabolism (179)

MNuclecsides and Nuclectides (136)
Protein Metabolism (251)

Cell Division and Cell Cycle (55)

Motility and Chemotaxis (81)

Regulation and Cell signaling (110)
Secondary Metabolism (8)

DMA Metabolism (120)

Fatty Acids, Lipids, and Isoprenoids (143)
Mitrogen Metabolism (32)

Dormancy and Sporulation (140)
Respiration (99)

Stress Response (108)

Metabolism of Aromatic Compounds (16)
Amino Acids and Derivatives (523)
Sulfur Metabolism (38)

Phosphorus Metabolism (101)
Carbohydrates (461)

Figura 27. Visualizacion de Subsystem Statistics, donde esta el resumen de los posibles genes
identificados y la informacion sobre estos se presenta en una grafica. Del lado derecho se pueden
elegir alguna de las funciones y se despliegan mas opciones.
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En la opcion de Features in Subsystems, que es la presentacién de los genes en

forma de tabla, aparecen el nombre de los genes y su posible funcion, ademas de

otras opciones (Figura 28).

Organism Overview for Bacillus subtilis (6666666.101076)

Genome

Domain

Taxonomy

Neighbors

Size

Number of Contigs (with PEGs)
Number of Subsystems
Number of Coding Sequences
Number of RNAs

Baillus subtilis  £3)
Bacteria

Bacteria; Bacillus subtilis
View closest neighbors
5,221,581 bp

1

478

5348

146

Subsystem Information

For each genome we offer a wide set of information to browse, compare and download.

Browse ‘ Compare ‘ Download ‘ Annoctate ‘

Browse through the features of Bacdillus subtilis
both graphically and through a table. Both allow
quick navigation and filtering for features of your
intersst, Each feature is linked to its own detail
page.

Click here to get to the Genome Browser

Subsystem Statistics

Features in Subsystems

NCAe00 | [

all v fal

Cofactors, Vitamins, Prosthetic Groups, Biotin Biotin svnthesis  |Competence protein F homolog, phosphoribosyltransferase  |fiol6666668,101076,
Figments cluster domain

Cofactors, Vitamins, Prosthetic Groups, Biotin Biotin svnthesis  |Substrate-specific componant BioY of biotin ECF transporter  |fiol6666666.101076,
Pigments cluster finl6666666,101076,
Cofactors, Vitamins, Prosthetic Groups, Biotin Biotin synthesis  |Bictin cperon repressor finl6666666.101076,
Figments clusker

Figura 28. Visualizacion de Features in Subsystems en forma de tabla, donde se presenta la
clasificacion de los genes y sus posibles funciones.

Ambas opciones tienen enlaces en color azul, que despliegan mas informacion sobre

el gen seleccionado, por ejemplo ver la secuencia de la proteina, ver la homologia de

los genes con otros organismos, comparar ese gen con los de otros organismos, etc.

(Figura 29).
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Compare Metabolic Reconstruction of Bacillus subtilis (A) and Bacillus cellulosilyticus DSM 2522 (B)

The comparison of metabolic reconstruction will allow you to compare the functioning parts of two organisms. The notion of
functioning is defined by having genes for all the functional reles that compose a variant of a subsystem.

The table below will list all genes which were associated with a subsytem in the respective organism. The first column will allow you to
filter those that are unigue to one organism, to the other, or common to both. The column 'SS active’ will show you whether the
subsystem this gene has been classified into was found to have an active variant in this organism.

If the gene cannot be found, you can click the find button in that cell to search for it.

display |15 iterns per page

displaying 1 - 15 of 2611 nexts |asts

I_’;esem:e Category Subcategory Sghsvstem Role I ¥ Organism A 4 ¥

Amino Alanine, Alanine Alanine racemase (EC finl6666666.101076.peg.235, finl6666666.68933.p20.352
Acids and [sering, and  |bicsynthesis |5.1.1.1) figl6666666.101076.pe0.1958
Derivatives|glycine

AandB |Amino Alanine, Alanine Branched-chain amino finl6666666.101076.pe0.1354,|yes  |fiol6666666.68933.p20.1462,|yes
Acids and |serine, and  |biosynthesis |acid aminotransferase (EC|figl6666666.101076.020.1748 fiol6666666.68933.pe0.2089
Derivatives|glycine 2.6.1.42)

Figura 29. Comparacion entre dos microorganismos haciendo una comparacion de su metabolismo.
Con esta opcion RAST permite encontrar genes que comparten o genes que estan presentes en un
microorganismo y en el otro no.

5.3 Construccién de arboles filogenéticos usando como marcadores los genes
de rpoB y recA

Debido a que se trabajé con un microorganismo que es un género y especie nuevos,
se decidio hacer un par de arboles filogenéticos usando las secuencias de los genes
rpoB y recA para comparar a T. texcoconensis con otros Bacillus, y de esta manera
ver la posibilidad de usar el genoma conocido de alguno de los microorganismos
gue sean mas cercanos a esta bacteria, como molde para completar el genoma de T.
texcoconensis y también para poder comparar los genes presentes y que sean
comunes entre los microorganismos a usar y T. texcoconensis.

Las secuencias de rpoB y recA de T. texcoconensis se descargaron de los resultados
de la anotacién generada por el programa RAST. Estas dos secuencias se llevaron a
la herramienta en linea BLASTn, para obtener a los microorganismos con secuencias
similares a T. texcoconensis. Con los resultados del BLAST se buscaron las
secuencias de rpoB y recA en la base de datos de NCBI y se descargaron sus

secuencias en archivos .fasta para construir una base de datos, en la cual se
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guardaron un total de 68 secuencias de diferentes microorganismos, esto es 34
diferentes secuencias del rpoB y 34 de recA.

Con la informacién obtenida, se compilaron los datos de las secuencias para hacer
un solo archivo en formato con.tree, que es el tipo de extension que lee el programa
FigTree, el cual, se instala en una computadora con sistema operativo Linux. Al
término del procesamiento de la informacion, nos genera una imagen de los datos

alimentados ordenados en un arbol filogenético.

5.4 Andlisis del genoma para identificaciéon de genes de resistencia a metales
pesados en Texcoconibacillus texcoconensis.

Con la anotacion realizada en RAST, se pudo ver un listado de los posibles genes
presentes en la cepa 13CC', asi como la posible funcién. Dentro de estos genes, se
eligieron los genes de resistencia a metales pesados para corroborar la prediccion de

esta funcion.

5.5 Pruebas de resistencia a metales pesados usando diferentes
concentraciones de cada compuesto y Concentraciones Minimas Inhibitorias
(MIC’s).

Para la preparacion de esta prueba, se preparé un medio de cultivo sélido que
contenia (g/l): casaminoacidos, 7.5; extracto de levadura, 10; citrato trisédico, 3.0;
agar, 20; y (esterilizado por separado) NH.CI, 1; LiCl, 0.1; CaSO, 2H,0, 0.17;
MgSO,. 7H,0, 0.24; KCI, 10; KH,PO4, 1; Na,CO3, 10 y NaCl, 200, ajustando el pH a
8.9, como describe Ruiz—Romero et al., (2013).

Al medio anteriormente mencionado, en la parte inorganica, se agregaron las

diferentes concentraciones de cada uno de los metales a probar, tal y como se indica
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en la Tabla 1, y se inocularon las cajas con T. texcoconensis. Después las cajas se
incubaron a 37°C durante 72 horas, ya que primero se confirmé que la cepa podia

crecer en presencia de los diferentes metales.

Tabla 1. Diferentes concentraciones de metales que se agregaron al medio de cultivo
para la prueba de confirmacién del crecimiento.

Compuesto . .
Metal Concentracion Referencia
usado
Arseénico (Il) As,03 1-3 mM Liao et al., 2011
Arsénico (V) Na,HAsO, 59y20mM Liao et al., 2011
. 500, 100,50y 5 ug Lee et al., 2001; Sochor et
Cadmio 3CdS04-8H,0 S
de Cd“" ml’ al., 2011
Cobalto CoCl; 1,3y8 mM. Xiong and Jayaswal, 1998.
Cobre (I1) CuSOq4 2,5,10 mM Elguindi et al., 2011
Zinc ZnS0Oq 0.1,0.2y 1 mM. Xiong and Jayaswal, 1998

Una vez confirmado que la cepa podia crecer a diferentes concentraciones de
metales se aumentd la concentracion de estos hasta llegar a las Concentraciones
Minimas Inhibitorias (MIC’s) para cada uno de ellos. La MIC se define como la
concentracion del compuesto toxico, en este caso del metal, que inhibe
completamente el crecimiento de las bacterias en medio solido después de 72 horas

de incubacion. (Liao et al., 2011).

6. Resultados y discusion

6.1 Ensamblaje
Al hacer la evaluacién de la calidad de las lecturas recibidas del proceso de
secuenciacion con el programa FastQC obtuvimos un reporte de calidad, el cual

permitié6 corroborar que las lecturas a usar tenian una buena calidad. Las lecturas
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evaluadas se denominaron R1 para forward y R2 para reverse, de esta manera se
presentan los resultados de la evaluacion de la calidad de ambas lecturas.
e Informe de calidad del archivo R1

Como se puede observar en la Figura 30, se presenta el reporte de calidad generado
por FastQC, donde en la parte izquierda se muestran los parametros evaluados para
la calidad, llamados médulos. Cada uno de los modulos se presenta con un simbolo
y un color. El simbolo de aprobacion (v) aparece en color verde e indicaria que en
ese moédulo los datos son normales; se tiene un simbolo de advertencia (!) en color
naranja, el cual indicaria que los datos del médulo son anormales y un ultimo
simbolo, que es de desaprobacion (X) en color rojo, el cual indicaria que los datos
del modulo son muy inusuales. Todo lo anterior se basa en rangos establecidos
como aceptables por el programa FastQC para las secuencias de ADN.

: pu. Basic sequence stats
Basic Statistics

@perha““qumc”“w '__':::_;:zf_:'z- 008 Rl 001 EOL6

@ Per sequence quality scores | ——

SUEreEs Aanned as panr ok
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Per base sequence content

@ Per sequence GC content

@ Per base N content

@ Sequence Length Distribution
@ Sequence Duplication Levels
@ Owerrepresented sequences

@ Adapter Content

@ Emer Content

Figura 30. Reporte de calidad de FastQC a andlisis de calidad de lecturas del primer archivo de
lecturas, denominado R1.

En el caso del contenido de bases de cada secuencia, donde se tiene una sefal de
advertencia, indica que tenemos una diferencia entre el contenidode Ay T, 0 Gy C,

pues segun el programa el contenido de bases no deberia tener una diferencia
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Percent of bases per sequence

mayor a 10%; sin embargo, en el archivo cargado (R1), la diferencia de la cantidad

de bases de cada secuencia es mayor al 10% (Figura 31).

i Sequence content across all bases

-
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a0
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60
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50 %T
® / %G %C
« 14 @hé
2 M{ —l!

12345678910 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 33 40 42 44 46 48 50
Position in read (bp)

Figura 31. Contenido de bases de cada secuencia, nos indica que tenemos una diferencia entre el
contenidode Ay T, 0 Gy C, en este caso es mayor al 10%.

La sefial en rojo que aparece en los resultados con la marca de desaprobacion (X),
esta indicando el nivel de duplicacion de secuencia, este parametro se refiere a que
un bajo nivel de duplicacion puede indicar una alta cobertura en la secuencia de
interés, pero un alto nivel de duplicacion puede indicar algun tipo de sesgo en la
secuencia. Por tanto, en este caso, se emite una sefial de error porque las

secuencias no unicas constituyen el 47.9% del total (Figura 32).
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Percent of seqs remaining if deduplicated 47.9%

% Deduplicated sequences
% Total sequences

ai

ad

70
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% de secuencias
duplicadas
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% de total de

secuencias
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Percent of duplicated sequences

. 1 2 3 4 5 ] ? @ G =i =50 =100 =500 =1k =5k =14k

Seguence Duplication Level

Fig_ljra 32? i\li-\/él de. ddpliéacién d.e secuencia las secuencias no Unicas cdnstituyéh_el_ 479% dél total.
En cuanto a los otros pardmetros, al tener una sefial en verde, nos indica que la
evaluacion fue satisfactoria y por tanto son parametros que estan dentro de un rango
aceptable. Como es el caso de la calidad de las lecturas, en el caso del archivo R1,
se puede ver que las lecturas caen dentro del rango de color verde, lo que significa
un buen porcentaje de calidad en cada posicion de la secuencia (Figura 33a). Y para
el contenido de GC por secuencia, para el que se espera que se tenga una

distribucién normal, cosa que cumplen las secuencias del archivo R1 (Figura 34a).
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Figura 34. Calidad de las lecturas por contenido de GC por secuencia del primer archivo de lecturas,
denominado R1. En el eje X se tiene el contenido de GC promedio (%) y en el eje Y se presenta la
numero de posicion de las bases. a) Reporte de calidad de la cepa 13CC y b) Ejemplo de reporte de

calidad de FastQC para comparar datos generados por lllumina de mala calidad con los de buena

calidad (http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/good_sequence_short_fastqc.html).
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¢ Informe de calidad del archivo R2
En el resumen de los resultados del reporte de calidad generados por FastQC, hay
dos méddulos en naranja, que son sefales de advertencia y el resto estan en color

verde lo que significa que esta bien la secuencia en estos médulos (Figura 35).

, ey Basic sequence stats
Basic Statistics
@ Measurg
= Filerame
@ Per base sequence quality i on
- Eremdio=
@ Per sequence quality scores ==
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@ Per sequence GC content ol a0

Q Per hase N content

@ Sequence Length Distribution
Sequence Duplication Levels

@ Overrepresented sequences

Q Adapter Content
@ Emer Content

Figura 35. Reporte de calidad de FastQC a analisis de calidad de lecturas del primer archivo de
lecturas, denominado R2.

Para el contenido de bases de cada secuencia, este tiene un resultado semejante al
del archivo R1, es decir, aparece con una sefial de advertencia en color naranja, lo
qgue indica que tenemos una diferencia entre el contenido de Ay T, o G y C, pues
segun el programa el contenido de bases no deberia tener una diferencia entre estas
bases mayor a 10%; sin embargo, en las secuencias del archivo R2, la diferencia de

la cantidad de bases es mayor al 10%, tal y como se puede en la Figura 36.
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Percent of bases per sequence
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Figura 36. Contenido de la secuencia por base, nos indica que tenemos una diferencia entre el
contenidode Ay T, 0 Gy C, en este caso es mayor al 10%.

Para el modulo del nivel de duplicacion de secuencia, en esta secuencia aparecio en
color naranja a diferencia de la secuencia R1, donde se tuvo una sefal en rojo. Lo
que indica entonces este médulo, es que las secuencias no Unicas constituyen mas
del 20% de las secuencias no Unicas del total, pues se obtuvo que estas abarcan el
51.04 % del total de las secuencias, es decir, que el nivel de duplicacién es

relativamente alto (Figura 37).
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Percent of seqs remaining if deduplicated 51.04%

% Deduplcated sequences

% Total sequences
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- % de secuencias

duplicadas

Percent of duplicated sequences
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1 2 3 4 5 6 7 8 ] >10 >50 >100 >500 =1k =5k >10k
Sequence Duplication Level
Figura 37. Nivel de duplicacion de secuencia las secuencias no Unicas constituyen el 51.04% del total.

En cuanto a los otros parametros, también presentan una sefial en verde, por lo que
al igual que la secuencia R1, nos estan indicando que la evaluacion fue satisfactoria
y por tanto son parametros que estan dentro de un rango aceptable. En la Figura
38a, se puede ver que las lecturas caen dentro del rango de color verde, aunque
presentan mas variacion que el caso de las lecturas de la secuencia R1. Y en cuanto
al contenido de GC por secuencia, la distribucién de la gréafica es la misma que para

la secuencia R1 (Figura 39a).
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Figura 39. Calidad de las lecturas por contenido de GC por secuencia del primer archivo de lecturas,
denominado R2. a) Reporte de calidad de la cepa 13CC y b) Ejemplo de reporte de calidad de FastQC

para comparar datos generados por lllumina de mala calidad con los de buena calidad
(http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/good_sequence_short_fastqgc.html).
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Una vez confirmada la calidad de las lecturas, se cargaron en Velvet y se probaron
los diferentes valores de K-mers mencionados en la metodologia. Se fueron
obteniendo diferentes resultados segun los parametros de salida que se pidieron, tal

como se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Resultados de diferentes ensamblajes generados por Velvet por las
variaciones de K-mer.

Kmer Cobertura Nl]mer.o de Numero de N's Tamafo de ensamblaje
contigs (pb)

13 0 0 0 0

15 110.87 1333 1772628 1772628
19 327.48 97 18731 3370962
23 338 83 6700 3382668
25 296 69 5622 3387585
29 305.78 60 5917 3395935
33 254.96 56 4188 3400635
35 231.92 54 4863 3404529
39 199.68 45 3486 3407401
43 139.84 44 6824 3221851
45 251.53 13 467 26629

De los ensamblajes obtenidos en Velvet se eligio el del K-mer=29, ya que este
presenté un valor alto de cobertura, pocos contigs, asi como numero de N's y un
tamafio de ensamblaje que nos permite considerar que se tiene representado gran

parte del genoma.

Previo a esto se hizo un célculo de la cobertura esperada, dividiendo el numero del
total de bases entre el tamafio del genoma esperado, dato que se agrega en el
reporte entregado por la empresa que secuencié el genoma. El valor obtenido fue de
342X. Por lo que vemos, que si hubiésemos elegido el valor mas cercano a esta
cobertura como base para el ensamblaje, hubiésemos optado por un genoma con

mas contigs y mas N’s.
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Es asi como el genoma resultante quedé de una longitud de 3, 395, 935 pb,
organizado en 60 contigs y con un estimado de N’s de 5917, ademas de una

cobertura alta, de 306X.

Para la visualizacion del genoma ensamblado se usé el programa CGview (Figura
40). En el cual se observan marcados los marcos de lectura abierta (ORF), los sitios

de inicio y paro de los genes y el contenido de GC del genoma.
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4 B CCskewt
g 45kb
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¥ \\‘
{ ‘40kbp s
/ 10kbp - 1
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\ -3skbp 13CC .

"

Figura 40. Visualizacion del genoma de T. texcoconensis generada por el programa CGview.
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6.2 Arboles filogenéticos

Con la comparacion mediante BLAST de los genes rpoB y recA con los de otros
microorganismos se construyeron dos arboles filogenéticos. En el arbol de rpoB,
Bacillus selenitireducens y Bacillus cellulosilitycus estan muy cercanos a
Texcoconibacillus texcoconensis (Figura 41), y como se puede observar en los
valores presentados en cada una de las ramas, estas tienen un valor superior al 0.8
(80% de cercania), lo que nos indica que esta suficientemente sustentado que estos
dos microorganismos sean los mas cercanos a T. texcoconensis, sin embargo, el
valor de la rama en donde estan B. cellulosilitycus y T. texcoconensis no supera el
0.86, lo que nos indica que aunque estan cercanos y la rama esta sustentada con los
datos del gen rpoB, estos microorganismos presentan aun cuanto menos un 14% de
distanciamiento. En cuanto al arbol de recA, el microorganismo mas cercano a T.
texcoconensis es Bacillus selenitireducens, pero tal como se muestra en este arbol,
la rama que los une no esta muy sustentada, pues solo tiene un poco mas del 0.6, lo
gue significa que tienen una cercania filogenética poco mayor del 60%. Y si se
observa las ramas de donde inicia, se puede observar que esta B. cellulosilitycus,
pero la rama que emerge de ahi sélo tiene un sustento del 0.7, lo que nos dice que
hay suficientes diferencias en este gen como para que no se puedan establecer
relaciones cercanas entre las filogenias de los microorganismos usados (Figura 42).
Otros microorganismos podrian ser mas cercanos, pero sus genomas no estan

reportados en las bases consultadas (NCBI).

71



258512678 _Alicyclobacillus_acidocaldarius_subsp_acidocaldarius_DSM_446
4|1— 545381983 _Aneurinibacillus_aneurinilyticus
226309798 Brevibacillus_brevis_NBRC_100599
—|:51?T544?2_Salsuginibanill us_kocurii
1 565094240 Paenibacillus_polymyxa_CR1

— 15612689_Baciluz_halodurang_C125
' 56061924 Bacilus_clausi KSMK16
268554717 Bacillus_pseudofimus_OF4
551038428 Marinococcus_halotolerans

— L&T2 T 29?562441_Bacillus_selenﬁreducens_ML51
f

pyoe Bacilus_celulosilytcus Do ‘
_|:| 2991 _Texwconiban:illus_texcoconensisj3CC|
518205334 Virgbacilus_halodentrficans
— & ﬁ&?gaﬁ?ﬁajacillus_mycnidas
489298010 _Bacillus_mycoides_Rock317
487936319 _Bacillus_mycoides_DSM2048
225862154 _Bacillus_cereus 03BB102
i 7957677 Bacilus_cereus AH1ET
218901306 _Bacillus_cereus_AHB20
d2479183 Bacilus_cereus ATCC 10987
43479286 Bacillus_thunngienais_serovar_konkukian_str 9727
- 30260293 _Bacillus_anthracis_str_Ames
) 30018372_Bacillus_cereus ATCC 14579
EH 72473 Bacilug_thuringiensis_B407
4017562806 _Bacillus_thuringienais_HOT71
434378746 Bacillus_thuringiensis_HDT89
518074161_Bacillus_massilioanorexius
1_|:4BBS?05&3_Bacillus_sp_1NLA?»E
517986870_Bacillus_massiliosenegalensis
511061]9?3 Bacillus_licheniformis_9945A
10840_Bacilus_licheniformis
% 8601_Bacilus_licheniformis_DSM_13_ATCC_14580
495620838 _Bacillus sp M_26
386756687 Bacilus_sp JS
255767022 Bacillus_subtilis_subsp_subfilis_str 168
iH]?QBBUBB_Baci||us_subﬁ|is_BESTTDD3
407955797 Bacilus_subtilis BESTTE13
J21313778_Bacillus_subdilis_BSnS
560127133 _Bacillus_subtilis_PY79

nemE

0555

0.08
Figura 41. Arbol filogenético usando rpoB como marcador.
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Figura 42. Arbol filogenético usando recA como marcador.
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6.3 Anotacion mediante RAST y analisis del genoma para identificacién de

genes de resistencia a metales pesados en Texcoconibacillus texcoconensis.

El genoma ensamblado se cargé en RAST para generar la Anotacion. En la primer
visualizacion aparecen los detalles del genoma que se carga, en este caso que esta
organizado en 60 contigs y que tiene un tamafio de ensamble de 3, 395, 935 bp

(Figura 43).
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Figura 43. Visualizacion de generalidades en el genoma de la cepa 13CC una vez anotado por RAST.

Ademas de esto se pudieron visualizar los sistemas con los que cuenta el

microorganismo en su genoma, en el caso de T. texcoconensis, observamos que
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tiene un total de 1925 posibles genes y de estos 11 genes sugieren resistencia a

arsénico, cadmio, cobalto, cobre y zinc. Estos los localizamos en la seccion de

“Virulencia, enfermedad y defensa” en

antibiéticos y compuestos toxicos” (Tabla 3).

la subclasificacion de

“resistencia a

Tabla 3. Genes de resistencia a metales pesados presentes en Texcoconibacillus
texcoconensis, cepa 13cC’

Aego

Virulence, Disease and Defens: ¥

DCATEgo

Resistance to antibiotics and toxic compound ¥

] [

Virulence, Disease and Defense

Resistance to antibictics and toxic compounds

Copper homenstasis

Cytochrome ¢ heme lyase subunit CemF

Virulence, Disease and Defense

Resistance to antibiotics and toxic compounds

Copper homeostasis

Copper-translocating P-type ATPase (EC 3.6.3.4)

Virulence, Disease and Defense

Resistance to antibictics and toxic compounds

Copper homenstasis

Copper resistance protein CopC

Virulence, Disease and Defense

Resistance to antibictics and toxic compounds

Cobalt-zinc-cadmium
resistance

Cobalt-zinc-cadmium resistance protein

Virulence, Disease and Defense

Resistance to antibictics and toxic compounds

Cobalt-zine-cadmium
resistance

Transcriptional regulator, MerR family

Virulence, Disease and Defense

Resistance to antibictics and toxic compounds

Zinc resistance

Response requlator of zinc sioma-54-dependent two-cor

system

Virulence, Disease and Defense

Resistance to antibictics and toxic compounds

Arsenic resistance

Arsenical-resistance protein ACR3

Virulence, Disease and Defense

Resistance to antibictics and toxic compounds

Arsenic resistance

Arsenical resistance operon trans-acting repressor ArsD

Virulence, Disease and Defense

Resistance to antibictics and toxic compounds

Arsenic resistance

Arsenical resistance operon repressor

Virulence, Disease and Defense

Resistance to antibictics and toxic compounds

Arsenic resistance

Arsenical pump-driving ATPase (EC 3.6.3.16)

Virulence, Disease and Defense

Resistance to antibictics and toxic compounds

Arsenic resistance

Arsenate reductase (EC 1.20.4.1)

Virulence, Disease and Defense

Resistance to antibictics and toxic compounds

Resistance to fluoroguinclones

DNA gyrase subunit B (EC 5.99.1.3}

Virulence, Disease and Defense

Resistance to antibictics and toxic compounds

Resistance to fluoroguinclones

DNA gyrase subunit A (EC 5,99,1.3]

Virulence, Disease and Defense

Resistance to antibictics and toxic compounds

Resistance to fluoroguinclones

Topoisomerase IV subunit B (EC 5.99.1.-

Virulence, Disease and Defense

Resistance to antibictics and toxic compounds

Resistance to fluoroguinclones

Topoisomerase IV subunit A (EC 5.89.1.-

Con esta prediccion se decidié hacer la comprobacion de la resistencia a arsénico,

cadmio, cobalto, cobre y zinc y asi poder corroborar los genes anotados.

6.4 Comparacion de B.

texcoconensis

selenitireducens y B.

cellulosilitycus con T.

Con la informacion generada con los dos arboles filogenéticos, se hizo una

comparacion con BLAST en NCBI de los genomas, con la finalidad de obtener un

genoma de referencia para asi poder completar el ensamblaje previamente realizado;
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sin embargo no se obtuvo un genoma con similitud al de T. texcoconensis; asi que se

opté por descargar los genomas de B. selenitireducens y B. cellulosilitycus y se

cargaron en el servidor RAST. Después se hizo una comparacion por funcion con T.

texcoconensis para poder ver su similitud con éste a nivel de metabolismo. Se obtuvo

poca similitud entre los microorganismos, pues en los resultados de la comparacion

por funcion, se encontr6 que B. selenireducens tiene 1670 genes en comun con T.

texcoconensis, de los cuales 11 son genes de resistencia a metales pesados (Tabla

4). Mientras que en el caso de Bacillus cellulosilitycus, obtuvimos que comparten

2212 genes, de los cuales 7 son genes de resistencia a metales pesados (Tabla 5).

Tabla 4. Comparacion de la reconstruccion del metabolismo de B. selenireducens (A)
y T. texcoconensis (B).

Presence . Categnrv thcategnrv thsvstem "

[aand B v faaus D Recstanc T JFEEEEE

Role '¥

Organism A . ¥

55

Organism B 4
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Virulence, |Resistance to |Arsenic Arsenate fiol6666666.70227 .peg.635, |yes fiol6666666.86893.pe0.790, |yes
Disease |antibiotics resistance reductase (EC |figl6566656.70227.peq.1230 fiol6665666.86893.pe0.2726
and and toxic 1.20.4.1)
Defense  |compounds
AandB Virulence, |Resistance to |Arsenic Arsenical figle666666.70227.peq.815 |yes finl6666666.86893.peq.2728 |yes
Disease |antibiotics resistance pump-driving
and and toxic ATPase (EC
Defense  |compounds 3.6.3.16)
AandB Virulence, |Resistance to [Arsenic Arsenical fiol6666666.70227 peg.636 |yes fiol6665666.86893 . peg. 1106 |yes
Disease |antibictics resistance resistance
and and toxic operon
Defense  |compounds repressor
AandB Virulence, |Resistance to |Arsenic Arsenical figl6666666.70227.peq.814 |yes finl6666666.86893.peq.2727 |yes
Disease |antibiotics resistance resistance
and and toxic operon trans-
Defense |compounds acting
repressor ArsD
AandB Virulence, |Resistance to [Arsenic Arsenical- fiol6666666.70227 .pe.2772 |yes finl6666666.86893.pe0.2116,|yes
Disease |antibiotics resistance resistance finl6666666.86893.peq.2356
and and toxic protein ACR3 finl6666666.86893.p20.2725
Defense |compounds
AandB Virulence, |Resistance to (Beta-lactamase |Beta- fiol6666666.70227.peq.2073 |yes  |fiol6666666.86893.pe0.2565 |yes
Disease |antibiotics lactamase
and and toxic class C and
Defense |compounds other penicillin
binding
proteins
AandB Virulence, |Resistance to [Cadmium Cadmium finl6666666.70227.peq.362 |yes finl6666666.86893.p20.3115 |yes
Disease |antibiotics resistance efflux system
and and toxic accessory
Defense |compounds protein
AandB Virulence, |Resistance to |Cobalt-zinc- Cobalt-zine-  |figl6666556.70227.peg.2562,|yves  |fiol66666665.86893.peg.2459 |ves
Disease |antibiotics cadmium cadmium fiol6666666.70227.peq.3054
and and toxic resistance resistance
Defense |compounds protein




Tabla 5. Comparacion de la reconstruccion del metabolismo de B. cellulosilitycus (A)
y T. texcoconensis (B)

Organism B 3 ¥

Presence 4 Category Subcategory Suhsvstem &

Role ;v Organism A 3 ¥
Virule ¥ || Resistanc ¥ —
ar —

Virulence, |Resistance to |Arsenic Arsenate finl6666666.68933.pe0.284, finl6666666.68343.pe0.904,
Disease  |antibiotics resistance reductase (EC |figl6666666.68933.peg.3582 finl6666666.68343.pe0. 1903
and and toxic 1.20.4.1)
Defense  |compounds

Aand B Virulence, |Resistance to |Arsenic Arsenical finl6666666.68933.pe0.282, |yes fiol6666666.68343.pe0.1394 |yes
Disease |antibiotics resistance resistance fiol6666666.68933.pe0.2985
and and toxic operon
Defense  |compounds repressor

Aand B Virulence, |Resistance to |Arsenic Arsenical- finl6666666.68933.pe0.196, |ves finl6666666.68343.pe0.1550,|ves
Disease  |antibiotics resistance resistance finl6666666.68933.pe0.283, finl6666666.68343.pe0. 1904,
and and toxic protein ACR3 |figl6666665.68933.pe0.286 finl6666666.68343.pe0.2789
Defense |compounds

AandB Virulence, |Resistance to |Cadmium Cadmium fiol6666666.68933.pe0.199, (yes |fiol6666666.68343.pe0.2607 |yes
Disease |antibiotics resistance efflux system |fiol6666666.68933.peg.329,
and and toxic ACCESSOrY fial6666666.68933.0e0.3209
Defense  |(compounds protein

AandB Virulence, |Resistance to |Cobalt-zinc- Cobalt-zinc-  |fiol6666666.68933.peg.1570,[yves figl6666666.68343.pe0.1140 |yes
Disease |antibiotics cadmium cadmium fiol6666666.68933.pe0.2157
and and toxic resistance resistance
Defense  |compounds protein

AandB Virulence, |Resistance to |Cobalt-zinc- Transcriptional |fiol6666666.68933.pe0.1103,|ves  |fiol6666666.68343.p20.1464 |yes
Disease |antibiotics cadmium regulator, fial6666666.68933.p20.1915
and and toxic resistance MerR family
Defense  |(compounds

AandB Virulence, |Resistance to |Copper Copper- fiol6666666.68933.0e0.330, |yes fiol6666666.68343.0e0.490, |yes
Disease |antibiotics homeostasis translocating |fiol6666666.68933.p20.2483 figl6666666.68343.pe0.786
and and toxic P-type ATPase |fiol6666666.68933.pe0.3173 figl6666666.68343.pe0.2605
Defense  |compounds (EC 3.6.3.4) |fiol6666666.68933.peg.3625

finl6666666.68933.pe0. 4289

AandB Virulence, |Resistance to |Cobalt-zinc- Transcriptional |figl6666666.70227.peg.2292 ,|yes finl6666666.86893.p20.2029 |yes
Disease |antibictics cadmium regulator, figl6666666.70227.020.3395
and and toxic resistance MerR family
Defense |compounds

Aand B Virulence, |Resistance to |Copper Copper- figl6666666.70227.peg.361, |yes  |fiol6666666.86893.pe0.225, |yes
Disease |antibictics homeostasis translocating |figl6666666.70227.pe0.1963, fiol6666666.86893.pe0.1546,
and and toxic P-type ATPase |figl6666666.70227 .peg.3083 finl6666666.86893.pen. 3020,
Defense  |compounds (EC 3.6.3.4) finl6666666.86893.pen. 3113

AandB Virulence, |Resistance to |Copper Cytochrome ¢ |figl6666666.70227 .peg. 1408 |yes finl6666666.86893.pe0.1120 |yes
Disease |antibictics homeostasis heme lyase
and and toxic subunit CcmF
Defense  |compounds

6.5 Pruebas de resistencia a metales pesados usando diferentes

concentraciones de cada compuesto y Concentraciones Minimas Inhibitorias

(MIC’s).

6.4.1 Pruebas de resistencia a metales pesados

T. texcoconensis crecié en el medio de cultivo adicionado con todos los metales

pesados probados, los cuales, como ya se menciond, fueron: arsénico, cadmio,
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cobalto, cobre y zinc. Las concentraciones a las cuales se registré crecimiento del

microorganismo se presentan en la Tabla 6.

Tabla 6. Resultados del crecimiento de la cepa 13CC a diferentes concentraciones

de metales.
Metal Concentracion
Arsénico (Il1)- As,03 1y3mM
Arsénico (V)- Na;HAsO4 59y20mM
Cadmio- 3CdS0O4-8H,0 5ug
Cobalto- CoCl, 1,3y5mM
Cobre (I)- CuSO,4 2,5,10 mM
Zinc- ZnS0Oy4 0.2 mM

Debido a que hubo crecimiento de T. texcoconensis a las diferentes concentraciones
de metales presentadas, se pudo confirmar que los genes identificados con la
anotacion estan funcionando, puesto que las proteinas para los que estos codifican
le permitieron al microorganismo crecer en diferentes concentraciones de metales,
concentraciones a las cuales otros microorganismos aislados de lugares
contaminados con arsénico pueden crecer, como es el caso de Bacillus arsenicus
a/3" reportado por Shivaji en 2005 y Bacillus indicus reportado por Suresh en 2004,
los cuales pueden crecer también a una concentracion de 20 mM de As(V), pero solo
el ultimo crece a 3 mM de As(lll). Por otro lado a la cual B. arseniciselenatis DSM
15340" (Shivaji, 2005), el cual a pesar de haber sido aislado de un cuerpo de agua
contaminado con arseénico, no tuvo la capacidad de crecer a esta concentracion.

Para el caso del cadmio, se probaron concentraciones de 500, 100, 50 y 5 ug de
cadmio por mililitro, pero solo se registré crecimiento a la concentracién de 5 ug-mL™,
este valor es diez veces menor que la concentracion a la que puede crecer S. aureus
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que es 50ug-mL™ (Sochor et al., 2011). En cuanto al cobalto, se probaron tres
concentraciones: 1, 3y 8 mM. T. texcoconensis crecio a 1 y 3mM, que es menor a lo
reportado por Schmidt & Schlegel, 1989 para Alcaligenes eutrophus que puede crecer a
una concentracién de 7.5 mM de cobalto. Para cobre, T. texcoconensis crecié a 2,5y
10 mM, valores similares a lo reportado por Elguindi et al., 2011, para E. coli, la cual
crece concentraciones superiores a 20 mM. Finalmente el zinc, se probaron
concentraciones 0.1, 0.2 y 1 mM, de las cuales, T. texcoconensis solo creci6 a 0.1y
0.2 mM, los cuales son valores bajos en comparacion con lo reportado por Xiong &
Jayaswal, 1998 para S. aureus RN-ZC que puede crecer a concentraciones mayores
de 10 mM de zinc.

De esta manera se confirmd que T. texcoconensis tenia la capacidad de crecer a
diferentes concentraciones de diferentes metales, tal y como se predijo en la

anotacion.

6.4.2 Concentraciones Minimas Inhibitorias (MIC’s)
Por los resultados de las pruebas anteriores, es decir, que presentd crecimiento, se
aumentaron las concentraciones de estos para asi poder obtener el valor de las

Concentraciones Minimas Inhibitorias para cada uno de estos metales.

Al igual que con las pruebas de resistencia a metales pesados, la determinacion de
los MIC’s se hicieron con: As,;03, Na;HAsO,4, 3CdSO4-8H,0, CoCl,, CuSO4 Yy ZnSOy,
incrementando la concentracion de todos estos metales. De esta manera se

determinaron las MIC’s, tal y como se muestra en la Tabla 7.
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Tabla 7. Concentraciones minimas inhibitorias (MICs) para cada metal evaluado, y la
comparacion con otros microorganismos

Microorganismo MIC* (mM)
AS+3 AS+5 Cd+2 CO+2 Cu+2 Zn+2
T. texcoconensis 7 625 3.8x10* 6 16 05
Bacillus sp. AR-9 * 5 200 N.D ND ND ND
E. faecium 3 N.D N.D N.D ND 24 ND
S. aureus RN-zC * N.D N.D N.D 5 N.D >10
S. aureus RN-MZ # N.D N.D N.D 05 ND 05
E. coli 3° N.D N.D N.D 005 20 N.D
Alcaligenes eutrophus> N.D N.D N.D 20 N.D N.D
P. putida 06909 ° N.D N.D 1.7 0.3 2 115

a. MIC: es la concentracion mas baja del compuesto que inhibe totalmente el crecimiento de los
microorganismos en medio solido después de 72h de incubacién. N.D. No Data.

1. Liao et al., 2011; 2. Schmidt & Schlegel, 1989; 3. Elguindi et al., 2011; 4. Xiong & Jayaswal, 1998; 5.
Rodrigue et al., 2005; 6. Lee et al., 2001.

Como se puede observar en la Tabla 7, la concentracién de As (V) que resiste T.
texcoconensis en comparacion con otros microorganismos es poco mas de tres
veces a lo reportado por Liao et al., 2011 al hacer la prueba de MIC con Bacillus sp.
AR-9, el cual pudo crecer hasta 200 mM.

Por otra parte, es interesante que a una concentracion de 0.5 mM de zinc la cepa
13CC ya no presente crecimiento, lo que llama la atencion, pues el arsénico y el
cobalto son mas téxicos que el zinc y si pudo crecer a concentraciones muchas mas

altas de estos compuestos.

6.4.2.1 Concentraciones Minimas Inhibitorias (MIC’s) con arsénico

A una concentracién de 625 mM, la cepa 13CC" de arseniato no creci6, mientas que
a 620 mM auln se observo crecimiento (Figura 44 b y ¢). En cuanto al arsenito, a 7
mM de As;Og3, la cepa ya no presenta crecimiento, mientras que a 6 mM aun se

observé crecimiento de esta (Figura 44 d y e).
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Figura 44. Resultados MIC para As (l1) y As (V); a) Control, cepa sin metales; b) 620 mM de As™; c)
625 mM de As™; d) 6 mM de As™®; €) 7 mM de As™.

6.4.2.2 Concentracién Minima Inhibitoria (MIC) con cadmio

Para el cadmio, la MIC fue de 3.8x10™ mM, que son aproximadamente 9 pg de Cd*2.
En comparacion con P. putida 06909 (Lee et al., 2001), en T. texcoconensis es
mucho mas baja la concentracion minima inhibitoria de este metal en el
microorganismo. Por lado se registré crecimiento a una concentracién de 3.38x10™
mM, que corresponde a 8 pg de Cd*2. En la Figura 45b se puede ver el crecimiento
de la cepa 13CC’, aunque en comparacién con el control es mucho menor, pero en

contraste, en la Figura 45c¢ ya no se visualiza ninguna colonia en el medio.

81



Figura 45. Resultados MIC para cadmio; a) Control, cepa sin metales; b) 3.8x10™ mM de Cd*? c)
3.38x10™ mM de Cd**.
6.4.2.3 Concentracion Minima Inhibitoria (MIC) con cobalto
La MIC fue de 6 mM, mientras que a 5 mM aun se tuvo crecimiento, esto se puede
observar en la Figura 46b, donde el color rojo es caracteristico del cobalto. En la
Figura 46c¢, se observa que ya no hay crecimiento de la cepa, por lo que corresponde

con la concentracion minima inhibitoria.

—

Figura 46. Resultados MIC cobalto; a) Control, cepa sin metales; b) 5 mM de Co'%; c) 6 mM de Co*.

82



6.4.2.4 Concentracién Minima Inhibitoria (MIC) con cobre

En el caso del cobre, la MIC fue de 16 mM de Cu*?y a una concentracién de 15 mM
si se tuvo crecimiento. En la Figura 47 se presentan las cajas con la adicion de
cobre, donde se puede ver en la Figura 47b que aun hay crecimiento del

microorganismo, mientras que en la Figura 46, la cepa ya no pudo crecer.

Figura 47. Resultados MIC para cobre; a) Control, cepa sin metales; b) 15 mM de cu'? c) 16 mM de
Cu*.

6.4.2.5 Concentracién Minima Inhibitoria (MIC) con zinc.

En cuanto al zinc, la cepa sélo pudo crecer hasta una concentracion de 0.45 mM,
aungue es muy poco el crecimiento que presentd el microorganismo, como se puede
ver en la Figura 48b; y a una concentracion de 0.5 mM de ZnSO, se lleg6 a la
concentracion minima inhibitoria, por lo que ya no presenta crecimiento el

microorganismo (Figura 48c).
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Figura 48. Resultados MIC para zinc; a) Control, cepa sin metales; b) 0.45 mM de Zn*?% ¢) 0.5 mM de
Zn*?.
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7. Conclusiones
Se logré obtener un ensamblaje del genoma de T. texcoconensis cepa 13CC', el cual
esta organizado en 60 contigs y tiene una longitud de 3, 395, 935 pb, asi como un

estimado de N's de 5917.

Al hacer dos arboles filogenéticos basandonos en los genes rpoB y recA, pudimos
ver que aungue hay dos microorganismos que son filogenéticamente cercanos a T.
texcoconensis, B. selenitireducens y B. cellulosilitycus; no lo son suficientemente
para usarlos de molde para mejorar el ensamblaje, pues al hacer la comparacion de
funciones metabdlicas con RAST, se encontré que estos solo tienen en comudn con T.

texcoconensis algunos genes, 11 con B. selenitireducens y 7 con B. cellulosilitycus.

Con la anotacién, se lograron identificar 1925 posibles genes, de los cuales 11 genes

son de resistencia a metales pesados.

El ensamblaje y anotacién del genoma de la cepa 13CC' permitieron identificar
genes de resistencia a arsénico, cadmio, cobalto, cobre y zinc en este
microorganismo, por lo que al hacer las pruebas para corroborar que estos genes se
estuvieran expresando, pudimos ver crecimiento del microorganismo y ademas se
determind la concentracion minima inhibitoria para cada uno de los metales antes
mencionados, con esto se corroboré que los genes encontrados en la anotacion

estan activos.

Las concentraciones minimas inhibitorias fueron de 625 mM para de arseniato, 7 mM
para arsenito, 3.8 x10“ mM para cadmio, 6 mM para cobalto y 0.5 mM para zinc. De
estas concentraciones, se ve que la resistencia a As(V) de este microorganismos es

hasta tres veces mayor que lo reportado para Bacillus sp. AR-9.
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8. Recomendaciones
Es una buena opcion usar el ensamblaje y la notacion de un genoma para poder
tener una primera idea de las caracteristicas fisiologicas que puede presentar un
microorganismo, de esta manera se pueden hacer pruebas experimentales
posteriores, segun la informacidén que se vaya obteniendo mediante la anotacion. Es
por ello que recomienda hacer este analisis antes de trabajar con algun
microorganismo del cual no se tenga informacién sobre sus capacidades y

caracteristicas, de esta manera se puede ahorrar tiempo, dinero y esfuerzo.

El haber hecho crecer a la cepa 13CC" en diferentes concentraciones de diferentes
metales nos permitié corroborar que los genes presentes se estan expresando; sin
embargo, se puede explorar en futuros trabajos, cudles son los mecanismos de
resistencia precisos en este microorganismo, puesto que no se sabe coOmo es que

estan siendo activados los genes presentes en esta cepa.

Por otro lado, al conocer cémo es que se lleva a cabo la resistencia a metales en
esta bacteria, se podrian proponer usos de este microorganismo para apoyar con la
recuperacion de algun sitio contaminado con metales como es el arsénico, cobre o
cobalto; ya que son los metales a los que presentd mayor resistencia, segun lo

comparado con la bibliografia.
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