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RESUMEN

RESUMEN

Las proteasas (EC.3.4.21) son enzimas hidroliticas que catalizan la ruptura de los enlaces
peptidicos de las proteinas utilizando una molécula de agua. Las proteasas S8A se
caracterizan porque para ello utilizan una triada catalitica compuesta por tres aminoacidos
en el orden: Acido aspartico (D), Histidina (H), y Serina (S). Poseen mlltiples aplicaciones
en diversos campos industriales, especialmente las de origen bacteriano, por lo que hay un
gran interés en el descubrimiento de nuevas proteinas que puedan tener nuevas
propiedades para uso biotecnolégico. En este estudio, se realizd una busqueda in silico de
secuencias del core de proteasas S8A a través del analisis de metagenomas, que
provinieron de muestras de agua pertenecientes a tres puntos geogréficos del acuifero de
Yucatan. Para lo cual se utilizaron herramientas bioinformaticas, y se emplearon dos
estrategias de mineria de datos: expresiones regulares y modelos ocultos de Markov. La
primera se define como un conjunto de reglas que especifican elementos que se desean
encontrar en un archivo de texto, por lo que estuvieron disefiadas de acuerdo con los
motivos conservados de las proteasas S8A y con los aminoacidos variables ubicados entre
ellos. La segunda es un modelo probabilistico que otorga puntuaciones a las secuencias
que se desea identificar, cuando se comparan con una familia de proteinas. Se obtuvieron
135 secuencias cuando se usaron las expresiones regulares y 245 cundo se usaron los
modelos ocultos de Markov. En el andlisis de anotacién funcional se determiné que mas del
50% de las PS8A obtenidas se encontraron en un solo punto geografico, el cual tuvo el
mayor namero de contigs y el mayor nimero de phyla. Para la inferencia filogenética de
las secuencias se utilizaron: 245 obtenidas de la mineria de datos y 13 de proteasas
conocidas. Se seleccionaron como putativas 16 secuencias proteasas S8A, pues se
ubicaron en dos clados independientes a los que agrupan las 242 restantes. Se
seleccionaron 16 secuencias core putativas novedosas de acuerdo al andlisis filogenético
y al organismo al que pertenecen, en estas se observaron variaciones de los aminoacidos
ubicados justo al lado de cada motivo conservado, los cuales difieren del resto de las
secuencias obtenidas y presentaron unaidentidad entre 37% y 91% con respecto a la PS8A
mas cercana. Las secuencias putativas recuperadas en este trabajo, resaltan el alcance
que las tecnologias de secuenciacion masiva, la bioinformética y la metagenémica pueden

tener.




ABSTRACT

Proteases (EC.3.4.21) are hydrolytic enzymes that catalyze the breaking of peptide bonds
in proteins using a water molecule. S8A proteases are characterized by using a catalytic
triad composed of three amino acids in the order: aspartic acid (D), histidine (H) and serine
(S). They have multiple applications in various industrial fields, especially those of bacterial
origin, so there is great interest in the discovery of new proteins that may have new
properties for biotechnological use. In this study, a silico search for sequences of the nucleus
of S8A proteases was carried out through the analysis of metagenomes, which came from
water samples belonging to three geographical points of the Yucatan aquifer. For which it
will be used in bioinformatics tools, and two data mining strategies were used: regular
expressions and hidden Markov models. The first is defined as a set of rules that specify the
elements to be found in a text file, designed from the conserved motifs of the S8A proteases
and with the variable amino acids located between them. The second is a probabilistic model
that scores the sequences to be identified in comparison to a family of proteins. 135
sequences were obtained when the regular expressions were used and 245 when the
hidden Markov models were used. In the functional annotation analysis, it was determined
that more than 50% of the PS8A obtained was found in a single geographical point, which
had the highest number of contigs and the highest number of phyla. For the phylogenetic
inference from the sequences, the following were used: 245 obtained from data mining and
13 from known proteases. 16 S8A protease sequences were selected, since they will be
located in two independent clades to those that encompass the remaining 242 PS8A. For
the 16 supposed nucleus sequences were selected according to the phylogenetic analysis
and the organism to which they belong, in these variations of the amino acids located right
next to each conserved motif were observed, which differ from the rest of the sequences
obtained and found an identity between 37% and 91% compared to the closest PS8A. The
putative sequences recovered in this work highlight the scope that massive sequencing

technologies, bioinformatics, and metagenomics have.
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INTRODUCCION

El avance de las tecnologias de secuenciacion de ADN ha permitido que las ciencias como
la gendémica, transcriptomica y metagendmica, entre otras, realicen grandes aportaciones
cientificas, tales como la caracterizacién de genes, que dirigen la produccion de proteinas,
antibitticos y/o la caracterizacion de ambientes microbianos desconocidos (Vailati et al.,
2017).

Este trabajo se centrd en el uso de la metagendmica, la cual estudia los conjuntos de
genomas bacterianos presentes en un sitio de interés, de organismos cultivables y no
cultivables, puesto que solo el 1% de las bacterias que son obtenidas de una muestra
ambiental se pueden cultivar. La metagendmica se apoya de las tecnologias de
secuenciacién de nueva generacion del ADN y de herramientas bioinforméticas (Walshaw
et al., 2011).

Entre las amplias aplicaciones que el estudio de los metagenomas genera, se encuentran:
identificacion de patdgenos del ser humano (Zhaoy Shen, 2011), la identificacién de nuevos
virus (Montoya et al., 2011), asi como la apertura a la exploracion de nichos como desiertos
(Neveu et al., 2011), aguas subterraneas (Apolinar-Hernandez, 2016), esponjas marinas
(O’Connor-Sanchéz et al., 2014) e (Meirelles et al., 2016), por citar aglunas, con el fin de

caracterizar la comunidad microbiana y/o sus genes.

El mercado global de enzimas industriales en el afio 2015 representé $4.4 mil millones de
dolares y el 35% de este mercado es representado por las Proteasas S8 o subtilisinas.
Estas se emplean en la elaboracion de biodertegentes debido a que son altamente

termoestables y actlan en ambientes alcalinos.

Este trabajo se enfoca en la identificacion de genes novedosos de Proteasas S8A, mediante
el uso de la mineria de datos metagenémicos (Shalwan y Sharma, 2019). Las estrategias
bioinformaticas para ello incluyen el disefio y uso de expresiones regulares y Modelos

Ocultos de Méarkov.

Las expresiones regulares buscan patrones en un archivo de texto a diferencia de los
modelos ocultos de Markov que se encargan de comparar secuencias en este caso
metagenomicas con un modelo estadistico que describe un familia de secuencias
(Proteasas S8).
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ANTECEDENTES

1. Enzimas

Las enzimas son macromoléculas de naturaleza proteica y peso molecular elevado, que
catalizan reacciones bioldgicas tanto anabdlicas como catabdlicas. Todas ellas presentan
dos propiedades fundamentales: (i) aumentan la velocidad de las reacciones sin ser
consumidas o alteradas permanentemente por la reaccion y (i) aumentan la velocidad de

reaccién sin alterar el equilibrio quimico entre los reactivos y los productos (Cooper, 2000).

Segun la definicion de Lehninger (2013), todas las enzimas son proteinas, exceptuando a
aguellas moléculas de ARN catalitico. La actividad catalitica que desempefian depende de
su secuencia y de la conformacién nativa que presenten, algunas ademas requieren un
componente quimico adicional, llamado cofactor, asi como otros iones inorgadnicos como
Fe?*, Mg? o Zn?*, o de complejos organicos denominados coenzimas, los cuales son

derivados de vitaminas y de nutrientes organicos.

Muchas enzimas son nombradas con el sufijo “asa” antecedido de alguna palabra
relacionada con su actividad catalitica, como ejemplo la Ureasa, la cual cataliza la hidrdlisis
de urea. Lo anterior provoc6 que algunas enzimas tuvieran el mismo nombre, debido a que
se han incrementado las enzimas descubiertas, por lo que para homogeneizar el criterio
para nombrarlas, se cred un sistema de clasificacion. Este las divide dentro de seis clases,
con subclases, de acuerdo con el tipo de reaccion que catalizan (Cuadro 1.1); por lo que a
cada enzima se le asigna un nombre sistematico que identifica la reaccién catalizada y un
namero clasificatorio de cuatro digitos (nimero E.C.). Por ejemplo, si el nombre sistematico
de una enzima es ATP: Glucosa fosfotransferasa indicando que cataliza la transferencia de
un grupo fosforilo desde el ATP a la glucosa, entonces el nimero de clasificacion de esta
enzima es 2.7.1.1. El primer nimero (el 2), corresponde al nombre de la clase (transferasa);
el segundo (7), a la subclase fosfotransferasa; el tercero (1), a las fosfotransferasas con un
grupo hidroxilo como aceptor y el cuarto digito (1), D- glucosa como aceptor del grupo
fosforilo (Lehniger, 2013).
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Cuadro 0.1 Clasificaciéon internacional de las enzimas

NUumero Clase Tipo de reaccién que catalizan
1 Oxidorreductasas Transferencia de electrones
2 Transferasas Transferencia de grupos
3 Hidrolasas Transfiere grupos funcionales al agua
4 Liasas Escinde, elimina o agrega grupos, formando doble
enlace
5 Isomerasas Transfiere grupos para la formacion de formas
isoméricas
6 Ligasas Une por reacciones de condensacion, liberando ATP o
un cofactor similar.

Las enzimas estan conformadas por dominios funcionales los cuales son regiones de la
cadena polipeptidica que pueden plegarse de manera estable e independiente y pueden
ser (i) funcionales si es una unidad que lleva a cabo una funcién bioquimica determinada y
(i) estructurales si se refiere a un componente estable de la estructura (Tyson y Novak,
2010), asi como por los denominados motivos proteicos, los cuales son elementos
conservados en la secuencia de aminoécidos o nucleétidos, asociados a una funcién por

ejemplo la catalisis. Suelen formar parte del sitio activo de las enzimas.

Las enzimas, ademas de ayudar al metabolismo a realizar sus mdltiples funciones
controlando eficazmente la velocidad de las reacciones quimicas dentro de las células,
tienen caracteristicas de interés industrial pues se considera que en los sectores
industriales en donde se involucra al menos una reaccion quimica, es posible integrar una
enzima, por lo tanto son Uutiles para transformar diferentes moléculas en productos
especificos. Se utilizan por ejemplo, en las industrias cervecera, lactea y peletera desde
finales del siglo XIX y principios del XX, cuando fueron establecidos sus mecanismos de
accion. En el afio 2015, las enzimas industriales representaron una cantidad en el mercado
global de aproximadamente $ 4.4 mil millones de dolares. Dentro de estas, las proteasas

tienen un 60% de participacion debido a su amplio uso como bioaditivos en la lavanderia,

4
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farmacéutica, cuero, industria alimentaria y agricultura, es por ello que se trabaja en la
busqueda de nuevas enzimas que desempefien mas satisfactoriamente las demandas

industriales (Shalwan y Sharma, 2019).
1.1 Proteasas S8

Las proteasas, también llamadas peptidasas, son un grupo de enzimas hidrolasas (EC-3)
presentes en la naturaleza, constituyentes esenciales de procariotas, protozoarios, hongos,
plantas y animales, catalizan la ruptura de los enlaces peptidicos de las proteinas, utilizando
una molécula de agua. Se encuentran divididas en dos grandes grupos: (i) endopeptidasas,
las cuales actuan dentro de la cadena polipeptidica y dependiendo del aminoacido principal
que se ubica en su sitio activo, se dividen en cuatro grupos: serina proteasas (EC.3.4.21),
acido aspartico proteasas (EC.3.4.23), cisteia proteasas (EC.3.4.22) y metaloproteasas
(EC.3.4.24); y (ii) exopeptidasas, que acttan en el enlace peptidico mas cercano al amino

o carboxilo terminal de los extremos de la cadena (Hartley, 1960).

Las proteasas poseen mdltiples aplicaciones en diversos campos industriales,
especialmente las de origen bacteriano, puesto que las bacterias elaboran enzimas
intracelulares las cuales son importantes en procesos metabodlicos, como la esporulacion,
recambio de proteinas y maduracion de hormonas y las extracelulares, que permiten
hidrolizar proteinas permitiendo que la célula absorba y utilice productos hidrolizados.
Debido a lo anterior y al alto rendimiento que poseen, se trabaja en el descubrimiento de
nuevas cepas productoras de enzimas novedosas que puedan tener uso biotecnolégico
(Furhan y Sharma, 2014).

Las Proteasas S8A de acuerdo con la base de datos MEROPS-The peptidase database
(https://www.ebi.ac.uk/merops/) (Rawligns et al., 2017), la cual clasifica a las proteasas en

clanes y familias segun la secuencias y similitudes estructurales; pertenecen a la familia S8
y son nombradas de igual manera serin proteasas o subtilisinas. Estas se encuentran
involucradas en la nutricion de bacterias, arqueas y hongos, y poseen aplicaciones
industriales constituyendo mas de un tercio de la participacion en el mercado de enzimas.
Generalmente se utilizan en la fabricacion de biodetergentes, ya que son termoestables por
ser activas en temperaturas que van de 10°C a 70°C y en un intervalo de pH neutro a
alcalino (6 a 11), propio de los mismos, también se emplean en la industria farmacéutica y

en el tratamiento de desechos industriales (Gupta y Lorenz, 2002).
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Los miembros de la familia S8 poseen una triada catalitica en su secuencia de aminoacidos
caracterizada por los aminoacidos Acido aspartico (D), Histinida (H), y Serina (S), la cual
esta muy conservada y es especifica para este tipo de proteinas, siendo variables los
amino&cidos que separan cada miembro de la triada.

La estructura tridimensional que presentan las proteasas S8 consiste en tres capas con una
lamina B de siete cadenas intercalada entre dos capas de hélices. La mayoria son
endopeptidasas y mayormente son inhibidas por los inhibidores generales de la serina
peptidasa, como Diisopropilfluorofosfato (DFP) y Phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF).

Debido a su alto uso en el mercado e industria se han implementado estudios
metagenomicos como alternativas Utiles y viables para el descubrimiento de enzimas de
diversos nichos ecolégicos, y en particular para microbios no cultivables. Encontrarlas
representaria poder contar con enzimas novedosas (Shalwan y Sharma, 2019) con el

potencial de ser mas adecuadas para algunos procesos industriales.
1.2 Metagendmica y el acuifero de Yucatan

En la década de los 90’s, se dio a conocer que el 99% de las bacterias presentes en una
muestra obtenida de cualquier ecosistema no se pueden cultivar bajo condiciones de
laboratorio (Sharma et al., 2008), debido posiblemente a que no se conocen las condiciones
fisicoguimicas, nutricionales o fisiolégicas bajo las cuales se desarrollan, o bien, los
ambientes en donde habitan presentan caracteristicas extremas que dificultan igualarlas
dentro de un medio de cultivo (Hernandez-Leo6n et al., 2010), por lo que las metodologias
de estudios genémicos mediante el cultivo implican sesgos hacia informaciéon gendmica

exclusivamente de organismos cultivables.

Sin embargo, mediante la metagendmica se puede acceder a la informacion gendémica de

una muestra ambiental, incluyendo a las bacterias no cultivables.

Actualmente, los estudios metagendmicos son cada vez mas comunes, como ejemplo se
pueden mencionar aquellos que se centran en la caracterizacion de ambientes como la
cavidad oral (Serrano y Cardona, 2015) el intestino humano (Gill et al., 2006) el rumen de
las vacas (Stewart et al., 2018) el mar de los sargazos (Venter et al., 2004), el microbioma

de pacientes con fibrosis quistica (Lim et al., 2013), entre otros, con el fin de poder
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desarrollar nuevas estrategias de diagndsticos y tratamientos médicos y generar productos

industriales novedosos.

En este trabajo se analizaron metagenomas provenientes del acuifero de la Peninsula de
Yucatan, debido a que se ha reportado que la conformacién de los sistemas acuaticos
subterraneos esta dada principalmente por la presencia de microorganismos (Perry et al.,
2009). El estudio de los metagenomas presentes en esta zona es prometedor ya que se
trata de sistemas acuaticos unicos en el mundo, muy poco explorados y ricos en diversidad
de microorganismos, aunado al hecho de que se han encontrado proteinas nuevas a partir
del estudio de estos como son los trabajos de (Apolinar-Hernandez et al., 2016; Marfil-
Santana et al., 2016) y reportandose en el primero Proteasas S8A novedosas, de
metagenomas presentes en el agua de zonas del acuifero de Yucatan, mientras que en el

segundo la diversidad de los genes PKS Tipo | Gtiles en la medicina
1.3 Tecnologias de secuenciacion masiva

Las tecnologias de secuenciacion de ADN existen desde principios de la década de 1970 y
han evolucionado a paso acelerado otorgando en la actualidad un amplio abanico de

opciones (Besser et al., 2018).

Existen dos estrategias principales de secuenciaciéon para el estudio de los metagenomas,
la primera se basa en la secuenciacién de amplicones de un gen objetivo en el metagenoma
mediante el uso de cebadores especificos como el 16s ARNr utilizado para las especies
procariotas, y el espaciador transcrito interno (ITS) para hongos y otros eucariontes,
otorgando la ventaja de dirigir la obtencion de solamente las secuencias de esas regiones

de los genomas presentes en el metagenoma.

Es importante sefialar que esta estrategia cuenta con la desventaja de que en ocasiones
se obtienen secuencias quiméricas (formadas por dos segmentos de secuencias de
diferentes organismos) y el sesgo de informacion hacia un gen blanco, puesto que todas

las secuencias representaran la misma region genémica (Sedlar et al., 2017).

La segunda estrategia es la secuenciacion de metagenomas en escopeta (Shotgun o WMS
por sus siglas en inglés); esta consiste en la generacion y secuenciacion de millones de
fragmentos gendmicos que se derivan de los genomas de todos los microorganismos

presentes en la muestra estudiada, no va dirigida a un gen especifico. Esta estrategia
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permite obtener millones de secuencias en donde cada secuencia representa una parte
aleatoria, de un genoma que se encuentra presente en la muestra (Vincent y Charette,
2015).

Por lo que cualquier estrategia seleccionada segun la pregunta de investigacion a
responder, dard como resultado datos masivos que representan fragmentos de secuencias
de longitud variable. Dependiendo de la tecnologia de secuenciacion que se utilice. Dichos
fragmentos deben ser ensamblados para recrear segmentos mas grandes de los genomas
de la muestra. Los programas de ensamblado de metagenomas actualmente estan
desarrollados exclusivamente para el manejo de dichos datos ya que en contarste del
ensamblador de un genoma, el algoritmo para el ensamblaje de metagenomas debe ser
capaz de poder ensamblar de cientos a millones de genomas de una misma muestra
(Vollmers et al., 2017).

Existen dos grupos diferentes de estrategias para la agrupacién de datos derivados de
WMS. El primero: dependiente de la taxonomia, se basa en la comparacién de secuencias
con las bases de datos de referencia, de tres maneras (1) a nivel de referencia usando
algoritmos de alineacion como BLAST, Bowtie y/o BWA; (2) a nivel de modelo de un origen
filogenético conocido, usando el Modelo oculto de Markov (HMM) y bases de datos
especificas como Pfam; y (3) en un nivel de composicion de secuencia utilizando el

contenido de GC y patrones de oligonucle6tidos.

Este grupo de estrategias tiene algunas desventajas, como que el uso de los algoritmos de
comparacion requiere mucho tiempo, y que las bases de datos de referencia que contienen
secuencias genémicas no estdn completas, por lo que un gran nimero de secuencias

posiblemente arrojen resultados no asignados (Sedlar et al., 2017).

El segundo, independiente de la taxonomia, basado en la extraccion de parametros
especificos para un taxon determinado a partir de los contigs ensamblados, los parametros
obtenidos se comparan y agrupan directamente mediante el uso de algoritmos, sin la

necesidad de una base de datos de referencia.




CAPITULO |

14 MG-RAST: servidor de andlisis metagendémicos

El servidor RAST de metagendmica (MG-RAST) (https://www.mg-rast.org/) (Wilke et al.,

2017), desde el afio 2008, es un repositorio y analizador de datos metagendémicos y
metadatos. Esta desarrollado para colaboraciones multidisciplinarias orientadas hacia
objetivos comunes, por ello en dicho servidor los usuarios pueden hacer publicos datos de
secuencias en bruto de metagenomas, para realizar un andlisis y compartirlos con otros
usuarios. MG-RAST, acepta las secuencias metagendmicas en archivo tipo FASTA asi
como secuencias ensambladas y no ensambladas. Realiza un andlisis automatizado
proporcionando conocimientos cuantitativos de las poblaciones microbianas. Con base en
las secuencias analizadas (Meyer et al., 2008): calcula la abundancia relativa de los
diferentes niveles de las categorias taxon6micas, asi como los niveles de clasificaciéon
funcional y filogenia, con referencia en las secuencias anotadas mediante la realizacion
automatica de un BLAST con diversas bases de datos. Como ejemplos de dichas bases de
datos se podrian mencionar la Gene Ontology, la cual es la fuente de informacién mas
grande del mundo sobre las funciones de los genes, KEGG, (Kyoto Encyclopedia of Genes
and Genomes) la cual es una coleccion de bases de datos de genomas y rutas enzimaticas
y la NCBI, (National Center for Biotechnology Information) la cual es una biblioteca de
informacién genoémica, entre otras (Keegan et al., 2007). De igual forma MG-RAST ofrece
otras funciones como servicios de limpieza de secuencias y dereplication utilizando un k-
mer (un numero determinado de nucleétidos) para identificar rapidamente todas las
secuencias idénticas de prefijo de 20 caracteres, logrando la disminucién del tamafio del

archivo y de errores en el ensamblado.

De igual manera MG-RAST provee metadatos de los metagenomas, los cuales son
informacion contextual del significado y propiedades de los datos, en este caso la
informacién adicional de las secuencias metagenomicas, como lugar de colecta, plataforma
de secuenciacion, entre otros. Por ello el uso de metadatos es una herramienta muy util en
el area de la metagendmica debido a que al generar inventarios de genes microbianos, se
pueden utilizar para buscar y acceder a registros que cumplan ciertos criterios (Keegan et
al., 2007).

MG-RAST actualmente ha analizado mas de 60 tera-bases de datos de mas de 150,000

conjuntos de datos, de los cuales 23,000 se encuentran disponibles al publico. Debido a la
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gran cantidad de informacion que maneja estd sometido a revisiones e innovaciones
bioinformaticas frecuentes, para seguir el ritmo de crecimiento en el nimero y tamafio de
los datos, que va de la mano con el desarrollo de la metagenémica y las ciencias
relacionadas como la metatranscriptomcia (Keegan et al., 2007).

1.5 Bioinformatica

Los estudios genéticos han experimentado una evolucién constante en diversos grados
donde la bioinformatica posee un papel cada vez mas importante, debido a que cada dia
se requiere analizar una mayor cantidad de datos y las raices de la bioinformatica son la
matematizacion de la biologia (Searls, 2010).

Dependiendo del autor, la bioinformatica presenta varias definiciones: “Rama de la ciencia
relacionada con el flujo de informacién en sistemas biolégicos, especialmente el uso de
métodos computacionales en genética y genémica" (Vincent y Charette, 2015) “Aplicacion
de herramientas computacionales para organizar, analizar, comprender, visualizar y

almacenar informacién asociada con macromoléculas bioldgicas” (Diniz y Canduri, 2017).

Las definiciones anteriores presentan ciertas constantes como la relacién de los sistemas
computacionales con los biolégicos, lo cual no estd separado de la realidad ya que
actualmente se utilizan analisis bioinformaticos para responder diversas preguntas

biolégicas.

Cabe destacar que la bioinforméatica para la resoluciéon de una pregunta de investigacion,
no trabaja sola, requiere de diversas herramientas que cumplan los requisitos que se
necesiten en el caso especifico. Un ejemplo de una herramienta que suele ser esencial para
el estudio de las secuencias génicas posteriormente a la secuenciacion son los programas
encargados del pre-procesamiento y ensamblado de las secuencias para su posterior

analisis.
1.6 Pre-procesamiento de las secuencias metagenémicas
1.6.1 Analisis de calidad y dereplicacién

El pre-procesamiento consiste en analizar la calidad de las secuencias provenientes de la
secuenciacion masiva, con la finalidad de verificar si cuentan con problemas o sesgos en

los datos que puedan afectar el analisis biol6gico posterior.
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Para ello se han desarrollado herramientas como FastQC (Andrews, 2010), que

proporciona un informe de calidad de las secuencias en formato de texto y HTML.

Los mddulos que el programa utiliza para realizar la evaluacion de calidad de las secuencias

se describen a continuacion:

Estadisticas basicas: nombre del archivo, tipo del archivo, valores de calidad,

namero total de secuencias procesadas, longitud de las secuencias (mas corta y mas larga)

y el porcentaje de GC.

Calidad de secuencias por base: muestra el rango de valores de calidad de cada base
de las secuencias. Para cada posicion se dibuja un diagrama de tipo caja de bigote,
donde el eje Y representa la calidad phred (puntaje de calidad Phred), la cual es una
medida de calidad originalmente desarrollada para la identificacién de una nucleobase
a partir de sefales de fluorescencia generadas por un secuenciador de ADN
automatizado. El puntaje Phred expresa la probabilidad de error en una secuencia como
una fraccion del tipo 1 error en N nucleétidos. Esta medida es logaritmica, por lo que
tener una calidad de phred de 10 significa que la probabilidad de error es de 1 base
errénea en 10, para Phred 20 la probabilidad es 1 en 100, y 30 serd 1 en 1000.

El color verde de fondo del gréfico divide el eje Y en buena calidad (Phred >30), naranja
calidad razonable (20<Phred>30) y en rojo baja calidad (Phred<20).

Niveles de calidad por secuencia: permite ver si un subconjunto de las secuencias
tienen valores de calidad universalmente bajos.

Contenido de secuencia por base: traza la proporcién de cada posicién de base.
Contenido de GC por base: traza el contenido de GC de cada posicién base .
Contenido de GC por secuencia: mide el contenido de GC en toda la longitud de cada
secuencia y lo compara con una distribucién normal modelada del contenido de GC.
Contenido de N por base: Si un secuenciador no puede “llamar” identificar una base
con suficiente confianza, lo sustituira con una N esté mddulo traza el porcentaje de
llamadas de base en cada posicion para la cual fue N.

Distribucién de longitud de secuencia: Algunos secuenciadores de alto rendimiento
generan fragmentos de secuencia de longitud uniforme, pero otros pueden contener
lecturas de longitudes muy diferentes, este médulo genera un grafico que muestra la

distribucién de tamafios de fragmentos.

11
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e Secuencias duplicadas: cuenta el grado de duplicacion para cada secuencia y creando
un gréfico que muestra el numero relativo de secuencias con diferentes grados de
duplicacion.

e Secuencias sobrerrepresentadas: si hay secuencias sobrerrepresentadas puede
indicar contaminacion, este médulo enumera todas las secuencias que representan mas
del 0.1% del total.

o Kmers sobrerrepresentados: detecta un aumento en cualquier duplicado de

secuencias exacto.

El programa trabaja con diversos formatos de archivos, sin embargo el mas utilizado es el

formato FASTQ, conformado por cuatro lineas por secuencia:

La linea 1 inicia con el caracter ‘@’ seguido por un identificador de secuencia
La linea 2 contiene la secuencia

Linea 3 inicia con el caracter '+' separa la secuencia de los valores de calidad

Linea 4 codifica los valores de calidad de la secuencia (linea 2), y contiene el mismo niamero

de simbolos que hay de letras en la secuencia.

En el caso de los datos metagendmicos y metatranscriptomicos existe un paso adicional a
los anteriores y es el de la dereplication, la cual se basa en la eliminacion de lecturas
duplicadas artificialmente (ADR), las cuales se generan durante la reaccion de PCR en la
secuenciacion, estas duplicaciones pueden ser exactas o presentarse en los extremos 5’ o
3’, por lo cual se opta por eliminarlas (Schmieder et al., 2011; Gémez-Alvarez et al., 2009)
y como se mencioné previamente algunos servidores como MG-RAST lo llevan a cabo. En
general, se busca que los programas de ensamblaje trabajen en un minimo de tiempo y
utilizando poco poder computacional. Aplicando los pasos anteriormente mencionados es
posible, por un lado mejorar la calidad del ensamblado de las secuencias al eliminar
secuencias de baja calidad, y por otro reducir el tiempo de procesamiento al eliminar

secuencias redundantes.

12
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1.6.2 Procesamiento de las secuencias metagendémicas

1.6.2.1 Ensamblado y calidad del ensamblado.

Se le denomina ensamblaje de secuencias al proceso de unir pequefios fragmentos de ADN
(lecturas), que presumiblemente en el genoma del cual provienen estaban contiguos, para
la formacion de secuencias mas largas (contigs), inclusive hasta la construccion del genoma

completo del organismo de estudio.

Una de las principales dificultades en el ensamblaje de secuencias gendmicas es
desarrollar un algoritmo capaz de detectar secuencias de ADN repetitivas sin causar errores

de ensamblaje (Scheibye-Alsing et al., 2009).

Existen dos categorias para el ensamblaje de genomas: (i) ensamblaje por comparacion,
en el que se utiliza un genoma como referencia y (ii) el ensamblaje de novo, utilizando la
informacion obtenida en la secuenciacion, sin conocimiento previo de la organizacion del
mismo. Segun Aguilar-Bultet y Flaquet (2015) los programas ensambladores se agrupan en
tres paradigmas principales de acuerdo con su método de ensamblaje:

*Greedy: el ensamblador conecta las lecturas que mejor se sobreponen de manera
iterativa, siempre y cuando no contradigan el ensamblaje ya construido, sin embargo el
método no es ampliamente empleado ya que no resuelve eficientemente las regiones largas

repetidas en los genomas.

*Consenso de disefio superpuesto (Overlapping consensus): identifica todos los pares
de lectura que se sobreponen bien, organizando esta informacién en un grafo, en el cual
hay un nodo por cada uno de ellos y un conector por cada sobrepuesto entre los mismos,
por lo que se definen caminos, que corresponden con los segmentos del genoma que estan
siendo ensamblados, reconstruyéndose el genoma mediante la blsqueda de un Gnico

camino que atraviese todos los nodos solo una vez.

*Grafos De Bruijn (De Brujin graph): similar al método anterior, trabajan bajo el uso de
nodos y conectores, donde los primeros representan k-mers y los segundos indican qué k-
mers adyacentes se sobreponen por k-1 letras, por lo que la longitud del k-mer correlaciona

con la longitud sobrepuesta que el ensamblador es capaz de detectar. No se modelan

13
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directamente las lecturas, sino que estan implicitamente representadas por los conectores
en el grafo De Bruijn, y se incorporan métodos de correccion de errores para mejorar la

calidad del ensamblaje.

En este trabajo se emplea el paradigma de los graficos De Bruijn para el ensamble de las

secuencias metagenémicas.

Por otro lado, en cuanto a la verificacion de la calidad del ensamblado, existen indicadores
gue permiten evaluarlo cuantitativamente y cualitativamente, siendo los principales el N50

y el % de mapeo.

Para el primero, se ordenan de mayor a menor tamafo los contigs construidos en el
ensamblado, y el N50 correspondera al nimero de pares de bases que conforme el contig
que cubra la mitad del ensamblado; sin embargo en el caso de los metagenomas el N50

dependera del tamafio inicial con el que se ensamble.

Para obtener el porcentaje de mapeo se realiza un alineamiento de las lecturas contenidas
en el archivo original (sin ensamblar) con el archivo ensamblado, lo que permite analizar la
consistencia del ensamblado para conocer cuantas de las lecturas originales estan

contenidas en los contigs (Aguilar-Bultet y Falquet, 2015)

1.6.2.2 Traduccidn de las secuencias ensambladas

En la mineria de datos para la busqueda de proteinas es necesario que posteriormente al
ensamblado se traduzcan los contigs a aminoacidos ya que de esta manera se verifica si

contienen proteinas completas y/o parciales.

La traduccion se debe de realizar en los seis marcos de lectura, tres de sentido y tres de
anti sentido, pues se pueden codificar proteinas diferentes, pues segun el marco de lectura

con el que se lea, los aminoacidos que las conforman pueden variar (Austin,2020)

De acuerdo con la pregunta de investigacion es necesario traducir las secuencias segun el
codigo genético del grupo especifico de los organismos que se estén estudiando debido a
que entre grupos bioldgicos o la procedencia del ADN existen variaciones en la codificacion
de las proteinas. Tal es el caso del cddigo genético bacterial que a diferencia del estandar
posee variaciones en los codones de inicio (Nakamoto, 2009), por lo tanto al usar un codigo

genético “inapropiado” puede propiciar disminuir la calidad de la posterior mineria de datos
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1.6.3 Mineria de datos

La mineria de datos es el proceso de descubrir estructuras y patrones de interés en grandes
conjuntos de datos. Se apoya de otras disciplinas como la estadistica, el aprendizaje
automatico y el reconocimiento de patrones, las cuales poseen sus propios enfoques.
Actualmente a la mineria de datos en el campo cientifico se le ha dado el término de
“mineria de grandes datos” (Big data minning) pues con las tecnologias de secuenciacion
masiva actuales es posible la generacion de informacién bioldgica en gran medida, la cual
es posible de analizar con ayuda de herramientas computacionales (Hand y Adams, 2014,
Kanchi y Krishna, 2013).

En este trabajo se utilizaron expresiones regulares y los modelos ocultos de Markov para
llevar a cabo la mineria de los datos metagendmicos, con la finalidad de detectar secuencias

con motivos proteasas S8A.
1.6.3.1 Expresiones regulares

Linux es un sistema operativo gratuito que deriva de UNIX, es de tiempo compartido, lo que
quiere decir que es (i) interactivo multiusuario, permitiendo que mdultiples usuarios utilicen
simultdneamente el computador y (ii) multiproceso, lo que indica que puede ejecutar
diferentes procesos a la vez, por lo que incrementa la utilizacion y el rendimiento de los
recursos del sistema, reflejandose en el nimero de procesos que finalizan por unidad de

tiempo (Sarwar et al., 2003).

Entre las utilerias de Linux se encuentran las expresiones regulares, las cuales segun
sefialan Goyvaerts y Levithan (2012), son un conjunto de reglas que especifican elementos
que se desean encontrar, reemplazar y/o reorganizar en un cuerpo de texto mas grande y
existen muchas herramientas de Linux como los comandos grep, egrep entre otras que

admiten expresiones regulares.

Un comando es un mensaje enviado por parte del usuario hacia el ordenador para provocar

una respuesta, la cual dependera de lo que se le solicite.

Por lo tanto, estas utilerias y herramientas de Linux son Utiles en la bioinformatica para la

localizacién de secuencias bioldgicas de interés expresadas como textos simples; el disefio
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de expresiones regulares para la busqueda de motivos de proteinas de interés se basan en
las secuencias de aminoécidos que se encuentren mas conservados dentro de cada motivo,
pudiendo ser consultadas en bases de datos, tales como la CDD (Conserved Domain
Database) de la NCBI (National Center for Biotechnology Information) (Caamal-Pech et al.,
2018)

Las herramientas anteriores, brindan al usuario de manera eficiente, el manejo de
informacién masiva para encontrar secuencias que posean genes que codifiquen nuevas
proteinas con probable potencial biotecnol6gico, dentro de archivos con informacion masiva

como los generados por la metagendmica.
1.6.3.2 Modelos Ocultos de Markov

El analisis computacional es cada vez mas importante para inferir las funciones y
estructuras de las proteinas ya que la velocidad de la secuenciacion del ADN supera por
mucho la velocidad a la que la funcién biologica de las secuencias se puede dilucidar

experimentalmente.

La seleccién natural ha favorecido que algunos residuos de las secuencias de enzimas
estén muy conservados evolutivamente y que otros sean muy variables, algunas posiciones
estdn mas conservadas que otras y algunas regiones parecen tolerar inserciones y
eliminaciones mas que otras regiones. Lo anterior es posible de dilucidar cuando se
observan los patrones de conservacion en las multiples alineaciones de una familia de
secuencias. En bioinformatica una alineacién de secuencias es la comparacion de dos o
mas cadenas de ADN, ARN o estructuras primarias proteicas para visualizar las zonas que
posean similitud y las que no, con el fin de dilucidar las relaciones funcionales y/o
flogenéticas entre las secuencias alineadas. Por lo que es posible obtener informacién
especifica de una posicion haciendo multiples alineaciones de secuencias homadlogas o sea
similares y que se presumen con un mismo origen evolutivo, obtenidas en bases de datos

gue almacenan secuencias gendmicas (Eddy, 1996).

Por lo cual se introdujeron los métodos de perfil para construir modelos a partir de
alineaciones, que utilizan los Modelos Ocultos de Marcov (HMM por sus siglas en inglés).
Los modelos Ocultos de Markov son una clase de modelos de probabilistica generalmente
aplicables a series de tiempo o secuencias lineales, los cuales se introdujeron en biologia

computacional a fines de la década de 1980.
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Basandose en el principio de los HMM, se han creado perfiles HMM, los cuales contienen
estados para coincidencia, insercion o eliminacion, que son usados para modelar una
familia de secuencias. Cada estado en el modelo tiene distribuciones de probabilidad y cada
transicion tiene una probabilidad. Entonces, si se tiene un aminodcido comunmente
representado en una posicion particular en el alineamiento multiple de secuencias, este
obtiene un puntaje mas alto y de igual manera se otorgan puntajes a los residuos insertados
o eliminados; por lo tanto el puntaje resultante es la probabilidad de que la secuencia esté
relacionada con el modelo dado y la probabilidad es usada para encontrar un valor (e-value)
para la coincidencia (Eddy, 1996).

La ventaja de usar perfiles HMM para la busqueda de motivos en bases de datos es que
se compara una secuencia con un modelo estadistico que describe una familia o patrén de
secuencias, al contrario de la comparacion de aminoacidos individuales de dos secuencias.
Basandose en esta informacion, es mas facil saber si una secuencia particular esta

relacionada con una familia o no.

Existen diferentes softwares, como por ejemplo el HMMER que utilizan este tipo de
modelado y bibliotecas de HMM las cuales requieren un gran nimero de multiples
alineaciones de dominios de proteinas comunes. Actualmente hay dos grandes colecciones
de perfiles de HMM anotados: la base de datos Pfam (Sonnhammer et al., 1998, 1997) y la
base de datos de perfiles PROSITE (Bairoch et al., 1997). Cabe sefalar que tanto el
software de busqueda como las bases de datos de perfiles estdn mejorando y cambiando
rapidamente (Eddy, 1998).
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HIPOTESIS

La mineria de datos, utilizando diferentes estrategias bioinformaticas, permitira
identificar secuencias de nuevas proteasas S8A en datos metagenomicos que
provienen del acuifero de Yucatan.
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OBJETIVO GENERAL

Desarrollar una estrategia bioinformatica que permita minar datos para identificar
secuencias nuevas de proteasas S8A, en metagenomas del acuifero de Yucatan.

Objetivos especificos

1. Desarrollar una estrategia de analisis bioinformaticos que permita pre-procesar
datos metagendmicos.

2. Obtener secuencias que contengan los tres motivos caracteristicos de las
proteasas S8A a través de dos estrategias de mineria de datos.

3. ldentificar nuevas secuencias de proteasas S8A putativas a través de un analisis
filogenético.
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL
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MATERIALES Y METODOS

El trabajo bioinformatico se llevo a cabo utilizando el equipo de super cémputo, “Hobdn”,
del Centro de Investigacion Cientifica de Yucatan, A.C (CICY). “Hobon” utiliza el sistema
operativo (SO) LINUX/Red-Hat (https://www.redhat.com/es) y tiene una arquitectura de 18
nodos de 128 GB de RAM y 2 nodos de 512 GB de RAM.

2.1 Descarga y metadatos de las secuencias metagendmicas utilizadas

Los metagenomas almacenados en el servidor MG-RAST (versién 4.0.3, Wiket et al., 2017),
bajo el proyecto “Yucatan groundwater”, dispuestos al publico por Anni Moore, de la
Universidad del Norte de lllinois, fueron descargados utilizando la siguiente linea de

comandos:

$ curl http://api.metagenomics.anl.gov/1/download/mgmxxxx.x?file=050.1 > salida.fastq

Siete metagenomas pertenecen al cenote Xcolac, el cual esta localizado en la carretera
Izamal-Cenotillo, del estado de Yucatan (20° 54’ 35” Norte y 88° 51°’57” Oeste), y seis al
cenote Calica localizado en la carretera Tulum-Playa del Carmen Km. 282 a un costado del
Parque Xcaret, del estado de Quintana Roo (20°35'8.4"Norte 87°10'28" Oeste), dentro de
las inmediaciones de la empresa Calica, dedicada a la produccién de agregados pétreos y

que tiene una cantera en esa zona (Figura 2.1).

Las muestras de donde se extrajeron los trece metagenomas fueron obtenidas de distintos
estratos de la columna de agua de los puntos geograficos antes descritos. Como control de
identificacion, cada muestra se nombro con tres letras, siendo la primera X para Xcolacy C
para Calica; seguida de una letra que identifica el estrato del que fue tomado, el cual fue
obtenido de los metadatos de cada metagenoma: m (mesotroéfico), a (andxico), s (salobre)
o d (sedimento) y por ultimo el nimero 1 o 2, segun el nUmero de muestras que se tiene.
Todos fueron secuenciados por estrategia de escopeta y con la plataforma lllumina,
CASAVA 1.8.
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Los metadatos de los metagenomas descargados tales como las condiciones ambientales
de los puntos geograficos y la composicion de las comunidades bacterianas presentes en
dichos puntos, se encuentran documentados en el trabajo de Moore et al., (2020). Se utilizé
la informacién pertinente de dichos metadatos conforme se fue requiriendo para analizar

los datos sobre las secuencias PS8A que se obtuvieran en este estudio.
2.2 Obtencion de la muestra ambiental para la extraccion de ADN metagenémico

La muestra de DNA se obtuvo, de un pozo localizado dentro de las instalaciones del Centro
de Investigacion Cientifica de Yucatan, A.C. (CICY), en las coordenadas 21° 01' 44" Norte
89° 38' 19" Oeste (Figura 2.1), a través del uso de una bomba instalada por el CICY y
localizada dentro del pozo. Se utiliz6 un bidén de 20 L de capacidad para la colecta de la
muestra previamente desinfectando con un lavado de etanol al 70%. El bidon utilizado para

la colecta de la muestra se enjuagd dos veces con agua de la misma muestra.

QUINTANA ROO

Leyenda
CAMPECH * Muestras del acuifero

EPS: WGS84;4326
Escala: 1:3,000,000

83.5002 i Fuente: POETY;INEGI

Figura 0.1 En circulos morados, se encuentra sefialada la localizacion aproximada de
los puntos geogréficos de donde procedieron las secuencias metagendmicas utilizadas
en este proyecto.
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2.3 Filtrado del aguay extraccion del ADN metagendmico

El agua obtenida se paso6 serialmente primero por un filtro marca Millipore de 20 ym de
didmetro de poro para eliminar pequefios trozos de vegetacion y tierra, y posteriormente,
para retener la masa procariota se utiliz6 un filtro marca Sterivex GVMR de 0.22 ym de

diametro de poro. Se saturaron cinco filtros de 0.22 ym.

Para almacenar los filtros, se les retird el agua contenida y con una pipeta se les afiadio
etanol al 70% hasta que se llenaran por completo. Se almacenaron en el congelador, hasta
el dia de la extraccion de ADN.

Para la extraccion cada filtro fue roto manualmente con ayuda de unas pinzas y se utilizo el
kit “ZymoBIOMICS™ DNA Miniprep, No. de catédlogo D4304”. Los pasos de la extraccion

se presentan a continuacion:

I. Contijeras estériles, se corté la membrana del filtro en pedazos de pequefio tamafio
(aprox. 0.1 a 0.5 mm), para colocarlos dentro de un tubo de lisis, posteriormente se
adicionaron 750 ul de solucién de lisis para mezclar en el vortéx por 5 minutos. Se
centrifugd a 10,000 g por un minuto, y se transfirieron 400 pl de sobrenadante al filtro
Il F en un tubo de coleccidn, y se centrifugd a 8,000 x g por 1 minuto.

Il.  Se descart6 el filtro Il F y se afadieron 1,200 pl de Buffer de unién al filtrado del
tubo del paso anterior, mezclandose bien.

lll.  Se transfirieron 800 ul de la mezcla anterior a la columna IIC en un tubo de coleccion
y se centrifug6 a 10,000 g por 1 minuto.

IV. Se descartd el sobrenadante y se repitid el paso anterior, para afadir 400 pl de
Buffer de lavado 1 de ADN a la columna IIC en un tubo de coleccion y se centrifug6 a
10,000 g por 1 minuto.

V. Se descartd el sobrenadante y se anadieron 700 ul de Buffer de lavado 2 a la
columna IIC en un tubo de coleccién, se centrifugd a 10,000 g por 1 minuto y de nuevo
se descart6 el sobrenadante. Al finalizar, se agregaron 200 ul de Buffer de lavado 2 a
la columna IIC en un tubo de coleccion para centrifugar a 10,000 g por un minuto.

VI.  Se transfirio la columna IIC a un tubo para microcentrifuga de 1.5 ml y se afiadieron
50 ul de agua libre de ADNasa y ARNasa, se incubd por un minuto y se centrifugoé a

10,000 g por un minuto para eluir el ADN.
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VII.  Se colocd el filtro HRC en un nuevo tubo de coleccion, se agregaron 600 pl de la
solucion preparada del kit, se centrifugé a 8,000 g por 3 minutos.

VIIl.  Para finalizar, se transfirio el ADN eludido, a un micro tubo nuevo de 1.5 ml para
centrifugar exactamente a 16,000 g por 3 minutos.

2.4 Validacién de la integridad, concentracidon y pureza del ADN metagendmico

Para validar y visualizar la integridad del ADN metagendmico, se realiz6 una electroforesis
en gel de agarosa al 1%, y se utilizo la escalera O’gene ruler 1 kb plus de Thermo

Scientific™ como marcador de peso molecular y 2 ul por cada muestra (5 muestras en total).

Para la determinacién de la concentracion, pureza y calidad del ADN metagenémico se
realiz6 un analisis con NanoDrop 1000 Spectrophotometer. Utilizando la razén de
absorbancia de 260/280 nm para determinar que el ADN no estuviera contaminado con
proteinas, la absorbancia de 260 corresponde a acidos nucleicos y la de 280 a proteinas

ylo fenoles.

De igual manera se utiliz6 la razén 260/230 nm para determinar la presencia y/o ausencia
de contaminantes como carbohidratos, la absorbancia de 260 a acidos nucleicos y 230 a
carbohidratos y/o sales, por lo que un resultado obtenido de 1.8 a 2.2 indicara que el ADN

se encuentra libre de este tipo de contaminantes.

2.5 Secuenciacion del ADN metagendmico de la muestra de agua del pozo del
CICY

La muestra de ADN metagendémico extraido se envié a secuenciar a la compafiia de
secuenciacion BGI (Instituto gendmico de Pekin), donde se utilizé la estrategia de
secuenciacion de escopeta, la plataforma de llumina HiSeq X Ten System en paired end y
secuencias de 150 pb.

2.6 Evaluacién de la calidad de las secuencias

Para la evaluacion de la calidad de las secuencias se utilizé el programa FastQC (version

0.11.5; Andrews, 2010), el cual proporciona verificaciones de control de calidad de los datos
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de secuencia provenientes de los procesos de secuenciacién, mediante la generacion de
resumen de gréficos y tablas para una evaluacién rapida. El reporte se genera en formato
HTML, que son posibles de visualizar con cualquier navegador de internet. Se tomaron
como secuencias de buena calidad aquellas ubicadas en la zona verde que representan un
rango de valores que va de 30 a 40 de puntaje Phred, del reporte del médulo de “calidad
de secuencias por base” y por lo tanto que se encuentren dentro de un phred score mayor

a 30 es decir una base errénea de cada 1000.

Para ejecutar el programa se utilizo la siguiente linea de comandos:

$ fastqc -f <indica que el formato del archivo es fastq> “direccion del archivo que
contiene las lecturas” -nombre del archivo final

Los archivos en los que se observaron distribuciones anormales fueron modificados
utilizando los comandos head (para visualizar la parte superior del archivo), grep (para
encontrar patrones dentro del archivo) tail (para visualizar la parte inferior del archivo) y sed
(para editar el archivo), la metodologia resultante se ubica en el apartado de resultados.

2.7 Ensamblado de las secuencias metagenémicas

Para el ensamblado de las secuencias, se utilizé el programa Megabhit versiéon 1.1.4 (Li et
al., 2015), utilizando un tamafio minimo de contig de 500 pb, pues se llevé a cabo una
revision de las Proteasas S8A depositadas en la base de datos de la NCBI, y todas cuentan

con un tamafio que va de 600 a 1,600 nucleétidos.

La linea de comandos utilizada se muestra a continuacion:

$ megahit -1 <lecturas en sentido>, -2 <lecturas antisentido> - r <lecturas sin par> -0
<nombre de archivo de salida>
$ megahit -1 -2 —r —o

Los parametros anteriores se utilizaron de acuerdo con el tipo de lecturas metagenémicas

gue contenia cada archivo.

Para medir la calidad de cada metagenoma ensamblado se alinearon las secuencias sin
ensamblar a las secuencias ensambladas, para obtener el porcentaje de mapeo,

utilizando el programa BBMAP version 35.34 (DOE Joint Genome Institute), mediante el
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uso de la siguiente linea de comandos:

$ bbmap/bbwrap ref= <direccién del archivo con las secuencias ensambladas> in=
<direccion del archivo con las lecturas sin ensamblar> out= <nombre del archivo de
salida> kfilter= <longitud minima de coincidencias exactas consecutivas para una
alineacion> subfilter= <Limita el nimero de desajustes para una alineacion>
maxindel= <limita el tamafio de la insercion o delecion>

$ bbmap/bbwrap ref= in= out= kfilter= subfilter= maxindel=

2.8 Traduccion de las secuencias

Para traducir las secuencias metagendmicas de nucle6tidos a aminoacidos se utilizo la
herramienta transeq de EMBOSS Toolkit (v6.6.0.0), la cual se aplico en los seis marcos de
lectura (+1, +2, +3, -1, -2, -3) y se empleé el codigo genético bacteriano, debido a que se

esta analizando material genético proveniente de procariotas.

La siguiente linea de comando fue la utilizada:

$ transeq —sequence <archivo con las secuencias en nucleotidos> —outseq <nombre del
archivo de secuencias en aminoacidos> —frame <numero de marcos de lectura> —table
11 <codigo genético de las bacterias> —nomethionine <no convierte los primeros
codones en metionina>

$ transeq —sequence —outseq —frame —table —nomethionine

Una vez ensambladas y traducidas de nucleétidos a aminoacidos las secuencias, se
procedié a la mineria de datos metagenémicos con la finalidad de identificar secuencias de
proteasas S8 (PS8).

2.9 Mineria de datos utilizando expresiones regulares
2.9.1 Obtencién de las expresiones regulares.

Las expresiones regulares utilizadas en este estudio fueron tomadas del trabajo de
Gongora-Castillo et al, (2020). Dichas expresiones fueron disefiadas de acuerdo con
visualizacién de multiples alineaciones (Figura 2.2) de las secuencias de PS8 mas diversas
y depositadas en la base de datos de NCBI (https: //www.ncbi.nim.nih.gov/) y de secuencias

PS8 completamente curadas de la base de datos MEROS.
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Figura 0.2 Construccion de las Expresiones Regulares. En la parte superior se aprecian
los logos de secuencia que muestran los motivos conservados "D", "H" y "S" y la
variabilidad de los aminoacidos entre los motivos (generados por el programa MEME
suite en linea a partir de la coleccién de proteasas S8A de MEROPS). Debajo de cada
logo hay una expresion regular disefiada a partir de lo observado en los logos y de las
alineaciones multiples (parte inferior) de las secuencias pertenecientes a PS8A. Tomado
de Gongora et al., (2020).
Las expresiones fueron realizadas para cada uno de los tres motivos conservados, y se

presentan a continuacion:

Motivo D: [VIA][T][VIFGL][LIVAF][D][TSADG][GDPS][A-Z]
Motivo H: [H][GIA][TSDNCM][*R][VCTLIAJ[AISTG][GSHAL]A-Z]
Motivo S: [G][TN][S][*A][ASG][STAVCLG][PAG]

En donde los [ ] representan una posicién dentro de la secuencia y las letras en el interior
de los [ ] representan los posibles aminoacidos que se encuentran en esa posicion en
especifico. Por lo tanto a través del implemento de las expresiones regulares se busca

obtener solamente las secuencias que cumplan estrictamente con ellas.
2.9.2 Validacion de las expresiones regulares

Previamente al uso de las expresiones regulares en este trabajo, se verific su eficacia,
para lo cual se descarg6 de la base de datos MEROPS, la libreria S08a.lib que contiene
secuencias PS8A, con la finalidad de analizar cuanto porcentaje de secuencias PS8A de

esa libreria, era recuperado por la expresion regular.
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Para ello se utilizé la linea de comando descrita del apartado 2.9.3 al 2.9.5. El nimero
resultante de las secuencias PS8A obtenidas se utilizé en una regla de tres, para calcular
el porcentaje de PS8 que la expresion podia recuperar.

2.9.3 Modificacion del formato de los archivos metagendmicos

Se utilizo la siguiente linea de comandos, para modificar el formato de las secuencias y
organizarlas de manera linear, con la finalidad de que cada secuencia esté contenida en

una sola linea, de esta manera la expresidon regular se aplica a cada una.

$ sed e 's\(*>.*$\)/#\1#/' metagenome_aa_file.faa | trd "\r* | trd "\n" | sed e 's/$/#/' | tr
"#'"\n" | sed e '/"$/d' > lineal metagenome aa file.faa

2.9.4 Identificacién de los contigs que cumplen con la expresidn regular

Las expresiones regulares utilizadas para identificar las secuencias que contienen los tres
motivos PS8 conservados fueron tomadas de Gongora-Castillo et al., (2020) y son las

siguientes:

$ grep —B 1 <imprime en este caso una linea ubicada antes de la que contiene el motivo>
--no-group-separator <arrojard la busqueda sin separadores intermediarios>
<expresion regular de motivos S8> lineal.fasta > file_noB.fasta
$ grep —B 1 --no-group-separator '[VIA][*"T][VIFGL][LIVAF][D][TSADG][GDPS]
[A-Z]*[H][GIA][TSDNCM][*R][VCTLIA]J[AISTG][GSHAL]
[A-Z]*[G][TN][S][*A][ASG][STAVCLG][PAG]' archivo.fasta > archivo_salida.fasta

En donde el caracter ~ seguido de un aminoacido indica que en esa posicion puede estar
cualquier aminoacido excepto el que se indica, mientras que la combinacién [A-Z] * indica
gue hay variacién de aminoacidos y que podria ser cualquiera (o incluso ninguno) repetido

tantas veces sea necesario.

2.9.5 Obtencion de las triadas cataliticas (region core) de PS8A a partir de los

contigs que cumplen con la expresidn regular

Por ultimo, se extrajo el segmento que contiene los tres motivos conservados (regién core
PS8A) de los contigs que cumplieron con la expresion regular utilizada, con la finalidad de
eliminar las regiones hipervariables ubicadas fuera de la triada catalitica de cada secuencia,

dicha region core es la que fue utilizada para el analisis filogenético.
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La linea de comandos empleada fue la siguiente:

$ sed —e <especifica el uso de varios comandos> 's/[A-Z\*]*\ <sustituye cualquier
aminoacido nombrado de la A-Z en esta posicidn> <expresion regular de la triada de
las S8> [A-Z\*]*/\1/' <sustituye cualquier amino&cido nombrado de la A-Z en esta
posicidn> <archivo del que se quiere ejecutar la accion> <archivo de salida>

$ sed —e 'S/[A-Z\¥1 ([VIA][*T][VIFGL][LIVAF][D][TSADG][GDPS]
[A-Z]*[H][GIA][TSDNCM][*R][VCTLIAJ[AISTG][GSHAL]
[A-Z]M[G][TN][SI[*AI[ASG][STAVCLG][PAG]\) [A-Z\*]*\1/" archivo.fasta > archivo_salida

2.10 Mineria de datos utilizando los Modelos Ocultos de Markov

Los modelos Ocultos de Markov son una clase de modelos de probabilistica aplicables a
secuencias lineales. A partir de un archivo de secuencias de aminoacidos se otorgan
valores probabilisticos de coincidencias, inserciones o eliminaciones (estados) para cada
residuo que conforme cada secuencia. Entonces, si se tiene un aminoacido comunmente
representado en una posicion particular en el alineamiento multiple de secuencias, este
obtiene un puntaje mas alto y de igual manera se otorgan puntajes a los residuos insertados
o eliminados; por lo tanto el puntaje resultante es la probabilidad de que la secuencia esté
relacionada con el modelo dado y la probabilidad es usada para encontrar un valor (e-value)

para la coincidencia (Eddy, 1996).

Para el analisis con los modelos ocultos de Markov se utilizé el software HMMER, versién
3.3, (Finn et al., 2011) el cual fue desarrollado para analizar cualquier conjunto de datos a
través del uso de los modelos ocultos de Markov, Otorgando al final de cada analisis un
reporte donde se puede apreciar detalladamente todos los estados que contiene cada

secuencia.

2.10.1 Preparacién de las secuencias metagendmicas para laimplementacion de los

modelos Ocultos de Markov.

Para utilizar el programa HMMER es necesario contar con una base de datos respaldada

para alinear las secuencias de interés con dicha base de datos.

La base de datos de Pfam (https://pfam.xfam.org/) 32.0 (El-Gebali et al., 2018) es una gran

coleccion de familias de proteinas, cada una representada por multiples alineamientos de

secuencia y modelos ocultos de Markov.
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Se realiz6 la descarga desde el servidor de la base de datos, las secuencias
correspondientes a la familia de las proteasas S8A nombradas con el identificador:
Peptidase_S8 (PF00082).

2.10.2 Identificaciéon de las secuencias con motivos PS8A implementando los

modelos ocultos de Markov

Se utilizé la libreria Hmmsearch de HMMER, la cual realiza un alineamiento de una sola
familia de proteinas contra un conjunto de secuencias tomando como base el principio de

los modelos ocultos, asignando puntajes a cada residuo de acuerdo a su estado.

El alineamiento se llevo a cabo utilizando las secuencias core PS8A de cada metagenoma
ensamblado y la base de datos de las PS8A (PF00082) descargada, de manera que en el
resultado final se obtendran las secuencias ubicadas dentro del archivo de los
metagenomas que cumplan con los estados que corresponden solamente a la familia de
las PS8A.

La linea de comando utilizada fue la siguiente:

$ hmmsearch —o <nombre del archivo de salida> <base de datos PS8A> <archivo que
contiene las secuencias a identificar>

2.10.3 Extraccion de las secuencias identificadas con motivos PS8A mediante los

modelos ocultos de Markov

HMMER reporta las secuencias que contengan al menos un motivo de la triada catalitica,
pero para este trabajo se tomaron en cuenta solamente aquellas que contenian los tres

motivos.

Por lo tanto las que cumplieron con dicha caracteristica se aislaron en un nuevo archivo a

través de la siguiente linea de comandos:

$ grep —w —A1 <“identificador de la secuencia”> <archivo de donde se quieren extraer
las secuencias > <nombre de archivo de salida>
$ grep —w —A1 “identificador de la secuencia” archivo.fasta > archivo_salida

Posteriormente, para unir en un solo archivo las secuencias extraidas se utilizé el comando

cat para concatenar los archivos resultantes del paso anterior.
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Las instrucciones para el uso de ese comando son las siguientes:

$ cat <une archivos de texto en uno solo> <nombre del archivo a unir> <nombre del
archivo a unir> <nombre de archivo de salida>
$ cat nombre_archivo nombre_archivo > archivo_salida

2.10.4 Modificacion de la expresion regular para obtener la triada catalitica de las
secuencias identificadas con los modelos ocultos de Markov

Se realiz6 la modificacion de la expresion regular utilizada en el apartado 2.9.3, mediante
la adiciébn de amino&cidos en las zonas variables y adjuntas a los motivos conservados, de
acuerdo con lo observado en el alineamiento de esas secuencias, con la finalidad de
obtener solamente la region core de las secuencias identificadas como PS8A mediante los
modelos ocultos de Markov ya que a diferencia de las expresiones regulares, HMMER
identifica dentro del archivo de secuencias aquellas que sean PS8A, sin extraerlas en un

archivo nuevo.

La expresion regular utilizada fue la siguiente:

‘IVILFMPA][*T][VIFDGNMHATLQS][LIVACPMNFGQWHYST][D][TSFEVKNADQG][GQ
ADIPS][A-ZJ*[H][GIA][TSDAVNILCM]
[A-Z][VCTLSQMIA]J[AISTGMCVLNY][GSNCQHATL][A-ZJ*[GAV][TSAMN][S]
[A-Z]IMASFG][STAVCLG][PNAG]*

2.10.5 Confirmacion de laidentidad de todas las secuencias core PS8A obtenidas

Mediante el uso de méas de un perfil de proteinas, se corrobor6 que las secuencias core
PS8A obtenidas fueran identificadas de nuevo como PS8A. Se entendera por perfil a un
conjunto de secuencias alineadas de una familia especifica de proteinas utilizadas para

construir un perfil HMM.

Desde el servidor, se realizé la descarga de las 17,929 familias de proteinas contenidas en
la base de datos de Pfam version 32.0, para realizar un andlisis con la libreria Hmmscan,
la cual ejecuta un alineamiento mediante el uso de toda la base de datos con el archivo que

contiene las secuencias core identificadas como PS8A.
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Segun el manual del software es necesario cambiar el formato de la base de datos
descargada a binario, por lo tanto se utilizé la herramienta hmmconvert mediante la

siguiente linea de comando:

$ hmmerconvert < nombre del archivo a convertir > -0 < nombre del archivo final >
$ hmmerconvert archivo_fasta -0

Una vez convertido se procedié al alineamiento antes mencionado, utilizando la siguiente

linea de comando:

$ hmmscan —o <nombre del archivo final> <base de datos pfam en binario> <archivo que
contiene las secuencias a identificar>

2.11 Anotacion funcional de las PS8A

A las secuencias que no fueron identificadas mediante hmmscan como PS8A se les realizé
un blastp desde el servidor de la NCBI
(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi?PAGE=Proteins) para verificar de manera adicional

su identidad.

2.12 Anotacion funcional de las secuencias core identificadas y verificadas como
PS8A

Para el andlisis funcional de las secuencias core PS8A se utiliz6 BLASTp (Madden., 2013).
Las secuencias obtenidas se compararon con secuencias publicas que se encuentran en
la base de datos de MEROPS the Peptidase Database

(https://www.ebi.ac.uk/merops/index.shtml). Se utilizé la libreria s08a.lib, que corresponde

a la familia de las subtilisinas. Utilizandose la siguiente linea de comandos para dar formato
“pblast” a la libreria descargada de MEROPS.

Se utilizé la opcidn “blastp” la cual es propia para el analisis de proteinas, por lo que se
alinearon las triadas PS8A obtenidas con las proteasas de la base de datos MEROPS,

utilizando la siguiente linea de comandos:
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$ makeblastdb —in <direccién de la libreria descargada> —input_type <tipo de archivo en
este caso fasta> —dbtype <tipo de base de datos, en este caso proteinas> -out <nombre
de la base de datos de salida>

$ makeblastdb —in —input_type —dbtype -out

Posteriormente, se realizé la anotacion funcional de las triadas PS8A mediante el uso del

programa BLASTp con las siguientes instrucciones:

$ blastp —db <direccién de la base de datos .phr, pin y .psq> —query <direccién del
archivo que contiene los contigs pertenecientes a la triada de las proteasas S8> -outfmt
‘6 <formato tabular> gseqid <ID> stitle <nombre de la proteasa identificada> qcovs
<covertura> nident <nimero de coincidencias idénticas> pident <porcentaje de
coincidencias idénticas> gstart <inicio de la secuencia que coincide con el alineamiento>
sstart <sitio donde inicia el alineamiento con la secuencia de la base de datos> send
<sitio donde finaliza> evalue <valor evalue> bitscore <puntaje de bits>'—
max_target_seqs <numero de alineamientos reportados>

$ blastp —db —query —outfmt gseqid stitle gcovs nident pident gstart sstart send evalue
bitscore max_target_seqs > archivo_salida

2.12.1 Normalizacion de los datos metagendmicos

Debido a que para cada punto geogréfico (exceptuando al punto CICY), se obtuvieron
varios metagenomas. Para la normalizacion de los datos, fue necesario unir las secuencias,
por lo que se crearon tres archivos con secuencias metagendmicas correspondientes a
cada punto.

Para evaluar la proporcion de las triadas PS8A en los tres puntos geograficos estudiados

se utilizé la siguiente formula

No. total de pb de las triadas PS8
No. total de pb de los contigs

X 100,000

La cual se aplico para cada punto geografico, mediante la sumatoria del nimero total de
pares de bases contenidas en cada secuencia core PS8A de cada punto geografico, dicho
resultado se dividié entre el nimero total de pares de bases contenidas en los contigs
ensamblados de cada punto geografico y el resultado se multiplicé por 100,000 para el

manejo de niUmeros enteros.
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Por otro lado para la normalizacién de los datos metagendmicos para evaluar la distribucion
de las secuencias por cada punto geografico y phylum fue necesario la anotacion funcional
de todos los metagenomas ensamblados (14), mediante el uso del servidor RAST de
metagenomica (MG-RAST) (https://www.mg-rast.org/) por lo que para el andlisis se

elaboraron tres archivos que contenian: (i) 7 metagenomas pertenecientes al punto Xcolac,
(i) 6 metagenomas de Calica y (ii) 1 metagenoma de CICY, para posteriormente ser
dispuestos en dicho servidor.

Posteriormente a la obtencion de los resultados se aplico la siguiente formula:

No.de contigs de x phylum

No.de contigs de x phylum que contiene triada PS8

Lo anterior se aplicé para cada phylum que hubiera contado con una o mas secuencias

core PS8A por cada archivo.

Posteriormente se sumaron las proporciones resultantes de cada phylum en cada archivo
y mediante una regla de tres se calcul6 el porcentaje de cada phylum y dicho resultado fue

el graficado.

2.12.2 Seleccion y alineamiento de las secuencias core PS8A para el andlisis

filogenético.

Para analizar la diversidad de las secuencias core PS8A obtenidas y conocer su relacion

con PS8 conocidas, se llevd a cabo una inferencia filogenética.

Para lo cual se utilizaron las 245 secuencias core PS8A obtenidas y 13 proteasas conocidas

como control, las cuales se describen en el Cuadro 2.1
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Cuadro 0.1 Proteasas conocidas y utilizadas en el analisis filogenético

Base de Identificador Organismo de Proteina
datos procedencia
AT1G01900 Arabidopsis thaliana PS8A
LOC_0s07g48650 Oriza sativa PS8A
MERO000364 Saccharomyces PS8B
cerevisiae
MEROO000375 Homo sapiens S8B
MEROPS
MER0002053 Gallus gallus S8B
MERO0000885 Homo sapiens Pepsina
(Acido aspartico
proteasa)
MERO0011652 Deinococcus radiodurans M8
(Metaloproteasa)
MERO000309 Carlsberg PS8A
MERQ0972600 Euryarchaeota PS8A
MER0123791 Actinobacteria PS8A
MEROQ77555 Firmicutes PS8A
MER0143948 Protobacteria PS8A
MER0984325 Cyanobacteria PS8A
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Siguiendo la metodologia de Goéngora et al., (2020) para la inferencia filogenética, se
utilizaron secuencias proteasas S8B, la proteasa Carlsberg y cinco de sus homdlogos. Los
homologos se obtuvieron a través de un alineamiento de secuencias. Se utiliz6 como query
(secuencia a comparar) la Carlsberg, y la libreria S08a.lib, mediante BLASTp y se
seleccionaron a las primeras cinco PS8 que fueran de diferente phylum.

La proteasa Carlsberg y sus homologos fueron utilizados como referentes ya que esta es
la primera proteasas S8A descubierta y se encuentra bien caracterizada (Shalwan y
Sharma., 2019).

Y para agregar mayor variabilidad al andlisis fueron utilizadas secuencias de proteasas S8A
provenientes de (i) plantas (Beers et al., 2004); (ii) secuencias S8B, debido a que
pertenecen a la misma familia que las S8A, sin embargo se ubican en un grupo aparte
porgue son exclusivas de hongos y a pesar de que sus motivos conservados son iguales a
las S8A, presentan variaciones particulares en los aminoacidos ubicados entre los motivos,
los cuales difieren de las S8A; y por ultimo (iii) 2 proteasas pertenecientes a otras familias,
la familia acido aspartico proteasa y metaloproteasa. La primera comparte el motivo
conservado (D) de las S8A, mientras que las metaloproteasas son completamente
diferentes ya que tienen tres motivos conservados pero estos pueden variar entre cinco

aminoacidos.

Posteriormente, se cred un archivo con las secuencias core de las 245 PS8A identificadas
en este trabajo y las 13 PS8 conocidas, para la elaboracion de un alineamiento multiple de
esas secuencias, con la finalidad de alinear los tres motivos conservados (DHS) de las 258

triadas.

Para lo cual se utilizo el programa MAFFT (https://mafft.cbrc.jp/aligment/server/) (Katoh y
Standley 2013) en su version en linea. Utilizando los parametros por default con la opcion
“E-INS-i” como método iteractivo, el cual es recomendado si se poseen secuencias con

motivos conservados, regiones variables y vacios entre cada motivo.

El archivo se descarg6 en formato PHYLIP version 4.0, mediante el convertidor Readseq

(https://mafft.cbre.jp/alignment/server/cqi-bin/readseq.txt) (Gilbert, 2010).
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Las secuencias que el programa no pudo alinear, se alinearon manualmente, para lo cual
se descarg6 y utilizo el software Jalview ver. 2.11. (https://www.jalview.org/) (Waterhouse
et al., 2009) recomendado por MAFFT.

2.12.3 Andlisis filogenético.

Para realizar la construccién del &rbol filogenético se utiliz6 la metodologia descrita en
Gongora-Castillo et al.,(2020) para lo cual se utilizo el servidor en linea del programa PhyML
(http//lwww.atgc.montpellier.fr/[phyml/) (Guindon et al. 2010). Para predecir el mejor modelo
de sustitucion para la construccion de la filogenia se utiliz6 la herramienta Smart Model,
incluida en PhyML, eligiendo el criterio de informacion Akaike. Para la inferencia filogenética
se utilizaron los siguientes criterios: (i) algoritmo BIONJ el cual a partir del alineamiento de
las secuencias, toma en cuenta sus caracteristicas biolégicas es decir las distancias
evolutivas de estas para poder hacer la inferencia de sus relaciones. (ii) reordenamiento de
arboles SPR por sus siglas en inglés: Subtree Pruning and Regrafting, el cual a partir de
un arbol principal, se corta un subarbol, creandose un nuevo nodo y por ultimo la opcion

aLRT SH-like para el soporte de las ramas.
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CAPITULO 1l
RESULTADOS
3.1 Extraccion y calidad del ADN metagendémico.

A partir de la extraccion de ADN metagenomico de la muestra del punto CICY, se obtuvo
aprox. 50 yl de ADN por cada uno de los 5 filtros. Se procedio a visualizar su integridad en
una electroforesis en gel de agarosa al 1%, utilizandose 2 pl por cada muestra (Figura 3.1
y 3.2) y de acuerdo con los calculos utilizando la escalera de peso molecular, se obtuvo
una concentracion de ADN de aproximadamente 40 ng x pl, lo cual implica que en cada

muestra se contd con 240 pl equivalentes a 10 ug.

M1234 M 5

Figura 0.2 Visualizacion del ADN
metagendémico. De izquierda a derecha:
M= marcador, 1-4 numero de filtro

Figura 0.1 Visualizacién del ADN
metagendmico. De izquierda a
derecha: M= marcador, 5 nimero de
filtro

Los resultados del NanoDrop 1000 Spectrophotometer arrojaron que el ADN total extraido
contenia 112 ng/UL, debido a que el ADN metagendémico resultante por cada muestra se
junt6é en uno solo. La relacion 260/280 fue de 1.89, indicando que no hay presencia de

contaminacién por proteinas, mientras que la relacion 260/230 fue de 1.093 indicando la
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presencia de carbohidratos en la muestra de DNA. Siendo de 16 millones el niUmero total

de lecturas obtenidas.
3.2 Metagenomas descargados

Se descargaron 13 metagenomas de la base de datos de MG-RAST en formato fastq y de
la extraccion del ADN metagendmico de la muestra CICY se obtuvo un metagenoma
adicional. O sea que en este trabajo se analizaron 14 metagenomas en total.

Los metagenomas descargados presentaron un valor de calidad de Phred arriba de 30 es
decir 1 base errGnea por cada 1000, mientras que el metagenoma CICY obtuvo 40, es decir
1 base errénea por cada 10,000 (Cuadro 3.1).
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Cuadro 0.1 Informacion de los metagenomas obtenidos

Punto ID MGRAST Numero de Tamafio de Puntaje de
geografico lecturas las calidad
_ lecturas Phred
(millones) (pb)
Xcolac mgm4536389.3 4 102-194 30
Xcolac mgm4536390.3 9 101-194 30
Xcolac mgm4536384.3 11 101-194 30
Xcolac mgm4536385.3 18 101-194 30
Xcolac mgm4536387.3 21 101-194 30
Xcolac mgm4536388.3 25 101-194 30
Xcolac mgm4536386.3 27 101-194 30
Calica mgm4536373.3 2 102-194 30
Calica mgm4536377.3 2 102-194 30
Calica mgm4536378.3 3 102-194 30
Calica mgm4536375.3 8 101-194 30
Calica mgm4536376.3 13 101-194 30
Calica mgm4536374.3 43 101-194 30
cicy 16 150 40
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3.3 Calidad de las secuencias

De acuerdo con el reporte del programa FastQC para visualizar la calidad de las secuencias
metagenomicas, el eje Y representa la calidad Phred, las secuencias se encuentran
representadas con las cajas de bigote de color amarillo. El eje X correspondiente a las pares
de bases y se encontraron distribuidas dentro de la seccion verde, que representa una
calidad Phred entre 30 y 40, por lo tanto todos los metagenomas contenian secuencias de
buena calidad.

En el reporte de FastQC se observo que los datos de los 13 metagenomas obtenidos de la
base de datos de MG-RAST, presentaban una curva bimodal de distribucién, en lugar de

una de distribucién normal, (Figura 3.3)

Quality scores across all bases (Sanger / lllumina 1.9 encoding)

1234567689 1519 3034 4540 60-64 7579 O00-04 105100 125120 145-148 165-189  185-189
Paosition in read (bp)

Figura 0.1 Reporte del médulo de calidad de secuencias por base del programa FastQC

perteneciente al metagenoma Cal. Las flechas sefalan las crestas de la curva bimodal

gue se obtuvo.
Por lo que observando lo anterior se procedi6 a analizar cada archivo fastq (los 13
descargados de MG.Rast y el del CICY), encontrando que de los 14 archivos, nueve
contenian tres conjuntos de secuencias: (i) “singles” o Unicas, (ii) lectura 1 o secuencia

directa y (iii) lectura 2 o secuencia indirecta; tres archivos contenian secuencias singles o
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Unicas, mientras que el archivo de la muestra CICY cont6 con secuencias correspondientes
a la lectura 1 y 2. Para separar el conjunto de secuencias mezcladas de los 9 primeros
archivos se desarrollo la siguiente metodologia:

Para la determinacién de cada conjunto de secuencias se identificaron los caracteres que

eran Unicos para cada uno.

Las secuencias singles poseian los caracteres: 1:N:0
Las de lalectura 1: .1

Las de la lectura 2: .2

Y se procedio a crear intervalos con los nimeros de linea correspondientes a cada conjunto

y dividir en archivos de la siguiente manera:
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1 .Enumerar las lineas
$ nl <enumera lineas> file.fastq > file.fastgn

2. Identificar el numero de linea con el altimo 1:N:0

$ grep <busca un modelo que satisfaga la expresion regular> ‘“1:N:0’ file
+3 sera la Ultima linea perteneciente a los singles

+4 serd la primera del r1

3. Identificar el niamero de linea con el dltimo .1

$ grep \.1$’ file

+3 serd la dltima perteneciente a los rl

+4 sera la primera del r 2

4. Identificar la Gltima linea perteneciente al r2

$ tail <visualiza las ultimas diez lineas del archivo> file

Por ultimo se dividié cada conjunto de secuencias:

5. Obtener read 1

a) Elimino lineas de r2

$ sed '$,$d’ <elimina el intervalo de lineas que se desee> file.fastq > filesinr2.fastq
b) Elimino lineas de singles

$ sed ‘$, $d’ filesinr2.fastq > filer1.fastq

6. Obtener read 2

$ tail —n <visualiza el nimero de lineas que se indique, del final del archivo> $ file.fastq >
filer2.fastq

3. Obtener singles

$ head -$ <visualiza el numero de lineas que se indique, del principio del archivo> file.fastq >
filesing.fasta

Posteriormente a la separacion de cada conjunto, se realiz6 un analisis FastQC para

observar de nuevo la calidad, los resultados se ilustran en las siguientes figuras:
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Qualty scores across all basas (Sanger! liiumina 1 9 encoding)

. fmﬁﬁfﬁw iy

“ | \?

234587889 1213 1619 2425 30-31 36-37 4243 4849 5455 60-81 £6-87 7273 7879 B4-85 90! 9687

Figura 0.3 Reporte del médulo de calidad de
secuencias por base del programa FastQC de la
lectura 1 del metagenoma Cal.

Quality scores azroes all bases (Sanger lliumina 1.9 encoding)

e

123456788 (213 1812 2425 5081 0537 4243 45.43 54.55 B0.61 6687 7273 7678 G485 00.01 9807

Figura 0.4 Reporte del mdédulo de calidad de
secuencias por base del programa FastQC de las

lecturas 1y 2

¢ (Sanger/llumina 1 9 ercoding)
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23456760 1213 1810 2425 3031 3837 4243 4840 5433 6061 6867 7273 7879 E483 0001 0807

Figura 0.2 Reporte del modulo de calidad de
secuencias por base del programa FastQC de
la lectura 2 del metagenoma Cal

Quality scores scrazs all bases (Sanger  llumina 1 9 encoding)
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123456768 1518 9004 4543 0084 7572 9024 105108 125129 145143 105163 165162

Figura 0.5 Reporte del médulo de calidad
de secuencias por base del programa
FastQC de las lecturas Udnicas del
metagenoma Cal.

En los reportes pertenecientes a las lecturas 1 y 2 separadas (Figura 3.4y 3.5) y en el de

las lecturas 1y 2 juntas (Figura 3.6) se observé una distribucién normal. Pero en el reporte

de las secuencias Unicas (Figura 3.7) se observé la distribucion bimodal (sefialando con

flechas negras sus dos crestas). O sea que dicha distribucién se encuentra presente

solamente en el conjunto de datos de secuencias Unicas.

Cabe sefialar que el archivo perteneciente a la muestra Xa2, que contenia secuencias

pareadas y solas, las pareadas no se encontraban completas, por lo que se optd por

manejarlo como si todas las secuencias fueran solas.

Posteriormente al procesamiento anterior se continu6 con el ensamblado de las secuencias.
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3.4 Ensamblado

El resultado de los ensamblados de los metagenomas arroj6 diferente nimero de contigs
gue van desde 5,000 hasta 77,000 para los metagenomas Csl y CICY, respectivamente
(Figura 3.8). Como se puede observar no existe una correlacion entre el nimero de lecturas
y la cantidad de contigs ensamblados, ya que de los metagenoma con menor niumero de
lecturas, Csl1, Cml, Cm2 y Xal, se obtuvieron 5,938, 10,798, 28,235 y 21,301 contigs,
respectivamente. De los metagenomas con mayor numero de lecturas, Xa2, Xs2 'y Cs2, que
tienen 25,414,201, 27,398,280 y 43,506,356 reads, se obtuvo un total 60,348, 53,674 y
59,632 contigs, respectivamente.

El contig N50 de los metagenomas ensamblados varia de 1.1 hasta 19.4 kb. Tampoco se
observa una correlacion evidente entre el numero de contigs y el contig N50, ya que el
metagenoma Xd1 que muestra el mayor contig N50 se encuentra entre los que tiene menor
namero de reads y contigs, y el metagenoma del CICY que tiene mayor himero de contigs

ensamblados tiene un contig N50 de 1.5 kb.

En el porcentaje de mapeo se observé un rango que va desde el 22 hasta el 74% de lecturas
mapeadas a los metagenomas ensamblados. El metagenoma Xs2 mostré el mayor
porcentaje de mapeo, este metagenoma tiene 27,398,280 lecturas que fueron ensambladas
en 57,674 contigs y tiene un contig N50 de 7.5 kb. El metagenoma Xs1 fue el siguiente que
tuvo un porcentaje de mapeo alto con 60% de las lecturas mapeadas al ensamblado, este
metagenoma contiene un total de 21,392,723 reads que se ensamblaron en 40,848 contigs
con un contig N50 de 1.9kb. El tercer metagenoma con un porcentaje alto de mapeo (60%)
fue Cs2 y que contiene 43,506,356 reads ensamblados en 59,632 contigs con un contig
N50 de 3.2 kb. Observandose que en aquellos metagenomas con mayor profundidad de
secuenciacion se ensambld6 mas del 50% de las lecturas representados en los

metagenomas secuenciados.
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Figura 0.6 Valores cuantitativos de la calidad del ensamblado de los 14 metagenomas.
Nota: Para simplificar los valores de la gréafica se utilizaron valores cerrados de nimero
de lecturas, contigs, contig N50 y porcentaje de mapeo.

3.5 Validacién de la eficacia de la expresion regular
Las expresiones regulares disefiadas con el propédsito de identificar secuencias de

proteasas S8A fueron validadas utilizando la libreria S08a.lib descargada del servidor de

MEROPS, The Peptidase Database (https://www.ebi.ac.uk/merops/). Esta libreria contiene

20,806 secuencias PS8A vy utilizando el comando de linux “grep” se ejecutaron las
expresiones regulares para buscar todas las secuencias de triadas cataliticas de proteasas
S8A contenidas en la libreria. Del total de secuencias contenidas en la libreria de MEROPS
se recuperaron 12,625 triadas PS8, las cuales representan el 69% de las PS8 contenidas
en dicha libreria. Por lo que hubo un 31% de secuencias que no se recuperaron, sin
embargo se decidié no modificar la expresion regular en este punto, para mantener el rigor

de este método.

3.6 Secuencias con motivos de PS8A obtenidas a partir de la mineria de datos de

los metagenomas ensamblados

Las expresiones regulares se ejecutaron utilizando el comando “grep” de linux en todos los
archivos FASTA de los 14 metagenomas ensamblados. De lo anterior se obtuvieron
primeramente 135 contigs que contenian los motivos (DHS) y posteriormente se extrajo
solamente la regién de cada secuencia que representaba la secuencias core de dichos

contigs (Cuadro 3.2).
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A la par se ejecut6 el programa HMMER que utiliza Modelos Ocultos de Markov (HMM) en
los 14 archivos FASTA que contenian los metagenomas ensamblados. Los resultados de
este andlisis arrojaron primeramente un total de 251 secuencias de proteasas
Posteriormente se utilizé la expresion regular modificada, para obtener exclusivamente
todas las regiones cataliticas de cada una de las 251 secuencias identificadas, (Cuadro
3.2), pues HMMER solo arroja resultados de contigs completos.

A partir de este punto, los andlisis que se realizaron, fueron a través del uso de las regiones

cataliticas Identificadas de las PS8A (cores PS8A), no de las secuencias completas.

Se realizé una comparacion de los identificadores de secuencias de los resultados
obtenidos con las expresiones regulares y los obtenidos utilizando HMM y se observo que
las 135 secuencias derivadas del primer andlisis estaban contenidas en el grupo de las 251

secuencias identificadas a través de los modelos ocultos.

Se observo que el metagenoma Cs2 fue del que se obtuvo un mayor niumero de secuencias
core de PS8A (39), seguido de Xa2 y Xs2 con 34 (Cuadro 3.2) y fueron los metagenomas
que mayor numero de lecturas presentaron 43, 25 y 27 millones de lecturas
respectivamente (Figura 3.8). Mientras que Cs1y Cml fueron los que presentaron un menor
namero de secuencias core de PS8A (3) para cada metagenoma y de igual manera fueron
los que contaron con un nimero menor de lecturas, 2 millones. Sin embargo fue la Unica
relacién que se observo pues del metagenoma Cal que contd con 15 secuencias core de
PS8A tuvo 8 millones de lecturas mientras que del metagenoma Xdl1 que conté con 9

millones de lecturas se obtuvieron 11 secuencias core de PS8A.

48



CAPITULO Il

Cuadro 0.2 Numero de secuencias core identificadas como Proteasas S8A utilizando expresiones
regulares y modelos ocultos de Markov.

Metagenoma Identificadas con ER Identificadas con HMMER
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3.7 Confirmacion de laidentidad de las 251 secuencias identificadas en la mineria
de datos como PS8A.

A través del andlisis de anotacién funcional con los programas HMMER y BLASTp, se
identificaron seis secuencias en el conjunto de datos obtenidos con los modelos ocultos de
Markov que no correspondian a PS8A (Cuadro 3.3).

Estas seis secuencias fueron descartadas y los andlisis subsecuentes se realizaron con un

total de 245 secuencias.

Cuadro 0.3 Secuencias identificadas como no proteasas S8A obtenidas a partir de la mineria de
datos con los modelos ocultos de Markov.

ID triada Hmmsearch Hmmscan BLASTp % de
identidad
k87_20623 4 No PS8A Amidasa Amidasa 75
k87_8660_6 Deacetylasa Deacetylasa 69
k31313 5 Policétido Proteina 100

cicalasa/dehidrasa hipotética

k87_15212 4 Sin resultado Proteina 98
hipotética

k87_19472 5 Sin resultado Proteina 98
hipotética

k87_44215 5 Sin resultado Proteina 67
hipotética
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3.8 Analisis de anotacién funcional

Se realiz6 un analisis de anotacion funcional para otorgarle identidad taxonémica a las 245
triadas PS8A, utilizando el programa BLASTp y la libreria S08a.lib de MEROPS.

Los resultados mostraron que el 49% de las 245 secuencias core de PS8A identificadas
taxon6micamente se encuentran en el punto geografico Xcolac, seguido del punto Calica
con 32%, mientras que el punto CICY present6 19%, siendo el que obtuvo menor porcentaje
(Figura 3.9). Estos resultados correlacionan con la cantidad total de contigs identificados en
cada punto, pues Xcolac fue el punto geografico que tuvo un mayor niumero de contigs
formados (268 mil), seguido de Calica (167 mil) y CICY con (77 mil).

77 mil contigs

167 mil contigs

m Calica
m Xcolac

cicy

268 mil contigs

Figura 0.7 Distribucion de las 245 secuencias core de PS8A identificadas en cada punto
geogréfico (en porcentaje) y ndmero total de contigs obtenidos en cada uno. Datos
normalizados.
El andlisis de anotacion funcional realizado con Blastp a nivel de phylum (Figura 3.10)
revelé que el punto Xcolac fue el que obtuvo un mayor numero de phyla (13), seguido del

punto CICY (12), mientras que el punto Calica fue el que tuvo un menor nimero (10).

Lo anterior no mostré una relacion entre el numero total de contigs obtenidos y el nimero
de phyla, pues Calica a pesar de ser el punto geografico que se posiciond en segundo lugar
respecto al nimero de contigs totales (167,000) y de PS8A (32%) fue el punto que menor
namero de phyla de PS8A obtuvo.
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En cuanto a la distribucion de los phyla en cada punto geogréfico, hubo phyla que
exclusivamente se encontraron en ciertos puntos, como el phylum Euryarchaeota el cual
solo estuvo presente en el punto CICY y Xcolac. El phylum Cyanobacteria se encontré en
menor proporcion en el punto CICY y mayor en Xcolac. Actinobacteria, Bacteriodetes,
Chlorobi, Chloroflexi, Firmicutes, Proteobacteria y no asignados, estuvieron presentes en
los tres puntos geogréficos (Figura 3.10).

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
-

0%

Calica Clcy Xcolac
u Acidobacteria u Actinobacteria Bacteriodetes
Chlorobi u Chloroflexi ® Cnidaria
m Cyanobacteria m Deinococcus-Thermus mEuryarchaeota
B Firmicutes = Planctomycetes B Proteobacteria
Gammatinodetes Derivado de Eukaryota ® NA

Figura 0.8 Distribucion de las 245 secuencias core de PS8A por punto geografico y

phylum, los datos se encuentran normalizados de acuerdo con el nimero de contigs por

phylum entre el nimero de contigs del phylum que contiene PS8A.
Dado que las expresiones regulares se disefiaron con base en las bases de datos existentes
(Gongora et al.,2020) y en estas probablemente exista un sesgo que favorece la presencia
de S8 provenientes de microorganismos cultivables, se seleccionaron los 89 miembros mas
diversos de la familia de las PS8A depositados en la base de datos de la NCBI, para conocer
si con la mineria de datos utilizada en este trabajo, se obtuvieron secuencias pertenecientes
a estos mismos miembros o estamos ampliando la gama taxonémica de microorganismos
a los cuales pertenecen las PS8A. Para esto se compararon los 14 phyla que obtuvimos
en la mineria de datos, con los phyla mas diversos de la NCBI, utilizando su abundancia

relativa (Figura 3.11).
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Figura 0.9 Abundancia relativa por phylum de los phyla PS8A mas diversos presentes
en la NCBI y los obtenidos en este estudio.

Al comparar los phyla, se observo que siete de los 14 phyla obtenidos en este estudio no
estan presentes dentro de los miembros mas diversos de la NCBI (Figura 3.11).

Mientras que solo dos phyla: Fusobacteria y Tenericutes, no se obtuvieron en este trabajo
y se encuentran dentro de los mas diversos en la NCBI. Por lo que la gama taxonémica se

ampli6é con las secuencias obtenidas en este trabajo.

3.9  Analisis filogenético

Con el fin de identificar las secuencias core de PS8A putativas, se realiz6 un andlisis de
inferencia filogenética, donde se alinearon 258 secuencias de PS8A utilizando solo la region
core de la triada catalitica (245 PS8A obtenidas de la mineria de datos y 13 de proteasas
conocidas). Los resultados mostraron que 212 secuencias se alinearon de forma
automatica, y las 46 restantes fueron alineadas manualmente, posicionando los motivos
conservados y las regiones variables con respecto al alineamiento realizado por el

programa.

En el arbol filogenético resultante del alineamiento anterior (Anexo 5.3.1), se observo que
las triadas PS8A se agruparon en tres grupos principales, el primero conformado por cuatro
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PS8A, que cuenta con un valor de soporte de 99, el segundo conformado por 12
secuencias, tiene valor de soporte de 98 y el tercero da origen a las 242 restantes y presenta
un valor de soporte de 55.

Las PS8A correspondientes a plantas se encontraron ubicadas en un mismo clado y
compartieron ancestro con tres PS8A.

La secuencia Carlsberg y cuatro de sus secuencias homélogas se distribuyeron en un solo
clado, compartiendo ancestro con una secuencia PS8A, mientras que la secuencia
homodloga restante y perteneciente al phylum Cyanobacteria, se ubic6 en un clado aparte,
conformado por dos ramas, por lo que se encuentra estrechamente relacionada con una
PS8A no asighada. Las tres secuencias pertenecientes a la familia S8B, se distribuyeron
en un solo clado. Por ultimo, la peptidasa y la metaloproteasa se ubicaron en clados
separados y cada una estuvo estrechamente relacionada con una sola PS8A, sin embargo
ambas secuencias mostraron ramas largas que indican valores altos en la escala, lo cual

difiere de todas las secuencias utilizadas en este trabajo.

Se seleccionaron como putativas novedosas 16 secuencias proteasas S8A, pues se
ubicaron en dos clados independientes a los que agrupan las 242 PS8A restantes., con

valores de soporte de 99 para el primero y el segundo 98.

En las 16 secuencias putativas novedosas, se observaron variaciones de los aminoacidos
ubicados justo al lado de cada motivo conservado, los cuales difieren del resto de las

secuencias PS8A obtenidas, (Cuadro 3.4).

Las 16 presentaron una identidad entre 37% y 91% con respecto a la proteina PS8A mas
cercana. Dos pertenecieron a un grupo no asignado (NA), las cuales fueron idénticas entre
si en tamafio y aminoacidos que las conforman. Cuatro pertenecieron al phylum
Proteobacteria (género Thalassomonas), las cuales tres fueron idénticas entre si en tamafio
y aminod&cidos que las conforman. Las secuencias restantes estuvieron distribuidas en los
phyla siguientes: Euryarchaeota (género Methanocella), Chlorobi (Ignavibacterium) y

Bacteriodetes (género Flavobacterium y Draconibacterium).

De los cuales, Thalassomonas y Methanocella estan reportados como géneros no
cultivables, mientras que Ignavibacterium, Flavobacterium y Draconibacterium son

cultivables.
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Sin embargo, al analizar los clados donde se encuentran distribuidas las 242 PS8A
restantes, se puede apreciar que probablemente se cuente con mas PS8A putativas
novedosas, pero se encuentran mas cercanas a las PS8 conocidas. Por lo tanto, con mayor
determinacién se proponen como putativas novedosas solamente aquellas que se ubicaron

en los clados descritos con anterioridad.

55



CAPITULO 1l

Cuadro 0.4 Informacién de las secuencias core de las PS8A putativas novedosas.

Identificador | Tamafio Organismo e- % de identidad Motivos
dela (aa) respecto ala value respecto ala conservados y
secuencia proteina mas proteina mas sus
cercana cercana aminoéacidos
C2406 191 Thalassomonas | 3.97e- 53 D[VGSDI]H[IIS
actiniarum* 71
C607 188 Thalassomonas | 3.97e- 54 D[VGSDI]H[IIS
actiniarum 71
X7190 188 Thalassomonas | 3.97E- 53 D[VGSDIH[II]S
actiniarum 71
X5049 188 Thalassomonas | 3.97E- 53 D[VGSDIH[II]S
actiniarum 71
X3432 271 Methanocella 6.54e- 37 D[GDEE]JH[GTR]
paludicola* 27 S
CY7895 207 Ignavibacterium | 1.24e- 48 D[TIH[GTR]S
album = 68
X1088 238 Ignavibacterium | 2.51e- 55 D[GVSIH[GTY]S
album 80
X6108 254 Ignavibacterium | 1.37E- 45 D[GFDJH[GTS]S
album 52
C1202 232 Ignavibacterium | 1.24e- 48 D[SGFQJH[GSI]S
album 68
X3771 229 Ignavibacterium | 3.36e- 51 D[TGFN]H[GTA]S
album 73
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X6843 232 Flavobacterium 1.13e- 73 DINGFPIH[GTM]
beibuense = 120 S
C7495 227 NA 8.31le- 91 D[SGFQJH[GTM]
120 S
C1431 227 NA 8.31le- 91 D[SGFQJH[GTM]
120 S
X2273 227 Draconibacterium | 1.15e 55 D[GGFS]JH[GNS]
orientale= 80 S
X8626 220 Draconibacterium | 1.07e- 58 D[DIJH[GTM]S
orientale 85
X5103 222 Draconibacterium | 7.76- 54 D[QIH[GTS]S
orientale e79

Nota: * Organismos no cultivables, = cultivables.
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CAPITULO IV

DISCUSION

De los 14 metagenomas que analizamos, observamos que las secuencias provenientes de
los 13 metagenomas descargados de MG-RAST poseian intervalos de tamafio de lecturas
de 101-194, los cuales se obtienen al utilizar para secuenciar la plataforma Illumina
CASAVA 1.9. Mientras que en el caso del CICY, todas las lecturas fueron de 150 pb, que
es el tamafio que se genera mediante la secuenciacion con la plataforma Illlumina
HiSegXTen System, por lo que dichas variaciones observadas en las caracteristicas de
cada conjunto de secuencias, fueron a causa del uso de diferentes versiones de
secuenciacién, lo cual implicé un procesamiento extra a nuestros datos, porque en el caso
de los metagenomas se ha reportado que se tiene mejor rendimiento en el ensamblado si
se trabaja con archivos separados, es decir archivos con secuencias pareadas y por otro
lado secuencias solas. Por lo que es de importancia tomar en cuenta dichas diferencias en
las plataformas de secuenciacion para poder decidir si es necesario realizar algun paso

adicional a las secuencias que se van a analizar.

Segun Zhan, (2018) en un estudio metagendmico, el ensamblado de las secuencias es un
proceso desafiante, pues se reconstruyen genomas de miles de microorganismos a partir
de fragmentos gendmicos, por lo que se han desarrollado diversos programas
computacionales para su procesamiento, los cuales deben ser seleccionados de acuerdo

con la pregunta bioldgica de investigacion, (Van der Walt et al., 2017).

En este estudio el ensamblador utilizado fue Megahit, tomando en cuenta los trabajos de
(Gupta et al.,, 2019; Vollmers et al., 2017), en los cuales pusieron a prueba diversos
ensambladores de metagenomas. Megahit es uno de los mejores ensambladores actuales,
porque no requiere gran poder computacional, es altamente sensible ante la diversidad de
las secuencias, puesto que en el ensamblado se tiene alta cobertura taxonémica, y por lo
tanto esta reportado como (til para descubrir especies nuevas en habitats complejos, lo

cual se ajusta a este trabajo.
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En este proyecto se determiné que el tamafio minimo de contig para el ensamblado fuera
de 500 pb para todos los metagenomas, ya que ninguna de las proteasas S8A conocidas
es menor a 600 pb de acuerdo con la base de datos de las proteasas S8A de la NCBI.

Con los resultados del ensamblado se pudo apreciar que el nimero de lecturas por
metagenoma estuvo en un intervalo de 2 (Cm1) a 43 (Cs2) millones. Estas diferencias en
el numero de lecturas obtenidas en la secuenciacion son muy comunes, se cree que pueden
deberse a la profundidad que el usuario solicite o0 en otros casos al manejo que tuvo la
muestra al realizar la extraccion del ADN, lo cual involucra mas/menos micro litros o porque

existio algun tipo de degradacion.

En cuanto a los resultados del ensamblado, se pudo observar que los tres metagenomas
gue tuvieron mayor porcentaje de mapeo, Xs2 (74%), Xs1 (60%) y Cs2 (60%), tienen mas
de 20 millones de lecturas que fueron ensambladas en méas de 40,000 contigs con un contig
N50 promedio de 4.2 kb. De lo anterior podemos concluir que aquellos metagenomas con
mayor profundidad de secuenciaciéon (>20,000,000 lecturas) pueden ensamblar mas del
50% de los genomas representados en la muestra secuenciada y esto se refleja en el

porcentaje de lecturas alineadas al ensamblado.

Sin embargo, se observo de igual manera que cuando se conté con una mayor profundidad
de secuenciacién (>25, 000,000 de lecturas) se obtuvo un mayor nimero de secuencias
PS8A (arriba de 30), lo cual es similar a lo observando en el trabajo de Gweon et al., (2019)
en el cual analizaron como interfiere la profundidad de secuenciacion en metagenomas con
estrategia de escopeta, con respecto a la obtencion de genes de resistencia a
antimicrobianos (por sus siglas en inglés RAM). Observaron que para realizar una
caracterizacion taxonémica requirieron de una profundidad de secuenciacion relativamente
baja (un millon de lecturas), pero para caracterizar la diversidad genética de los genes RAM
fue insuficiente, pues al usar 200 millones de lecturas no se obtuvo la diversidad completa

de dichos genes, debido a que contaban con un control del nimero de genes presentes.

Por lo que posiblemente sea necesario un mayor numero de lecturas para poder ensamblar
de manera mas completa los genomas de los microorganismos y de esa manera tener el
acceso a las regiones gendmicas que contienen dichas proteinas de interés. Sin embargo,

son necesarios analisis mas profundos para poder concluir algo al respecto.
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Las estructuras cristalinas de proteasas S8A, han revelado que utilizan una triada catalitica
altamente conservada y que contiene los motivos de acido aspértico (D), histidina (H) y
serina (S) que poseen poca o ninguna similitud de secuencia con otras proteinas (Tripathi
y Sowdhamini, 2009).

Lo anterior brinda la oportunidad de desarrollar y aplicar estrategias que permitan identificar
nuevas secuencias proteasas S8A, a partir de la detecciébn de dichos aminoacidos
conservados (Neitzel et al., 2010). En este estudio se utilizaron dos estrategias de mineria
de datos para su deteccion: las expresiones regulares y los modelos ocultos de Markov.

La evaluacion realizada para probar la eficiencia de las expresiones regulares presentd una
eficacia de 69% de efectividad, lo cual significo que de las 135 secuencias core PS8A
putativas que obtuvimos de los metagenomas a partir del uso de las expresiones

probablemente existié un 31% de secuencias core que no se lograron detectar.

Sin embargo el 30% que no se detectd fue debido a la rigidez que el método posee, pues
el hecho de que hubiera secuencias que no se recuperaron fue a causa de que estas
poseian aminoacidos distintos en las regiones variables a los motivos conservados, los

cuales no se encontraban dentro de las expresiones regulares disefiadas.

Lo anterior contrasta con los modelos ocultos de Markov, que confiere mayor flexibilidad al
ejecutar la blsqueda de secuencias de Proteasas S8A. En este estudio utilizando los
Modelos ocultos de Markov obtuvimos 251 secuencias proteasas S8A putativas. Por lo que
es un método mas eficiente en cuanto a nUmero de secuencias detectadas y se obtiene un
reporte extenso de cada secuencia. A través de los resultados del analisis utilizando dicho
método se obtuvo incluso secuencias que contiene un solo motivo, las cuales fueron
descartadas ya que no hay reportes de proteasas S8A que tengan actividad catalitica con

un menor nimero de motivos.

Sin embargo, debido a las caracteristicas anteriormente descritas que dicha estrategia
posee, tuvo que ser modificada la expresion regular de Géngora et al., (2020), a través de
la incorporacion de aminoacidos en las regiones variables, para poder extraer de las
secuencias (obtenidas con los modelo ocultos) las triadas cataliticas correspondientes,
pues en los resultados no se obtiene un archivo que contenga solamente las traidas PS8A,

sino el contig completo.
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De lo anterior, fue posible recuperar seis secuencias core que no correspondieron a PS8A,
demostrando que al hacer menos rigida la expresion regular al agregar un mayor niumero
de aminoacidos en las regiones hipervariables, es posible obtener secuencias no
correspondientes a las de interés y que en este trabajo en cuanto a la deteccion de
secuencias PS8A los modelos ocultos tuvieron un porcentaje de error de 2.4%.

En cuanto al andlisis taxonémico de las secuencias PS8A putativas, en el punto Xcolac
estuvieron presentes mas del 45% de las secuencias PS8A obtenidas y fue el punto con
que contd con mas contigs formados, seguido de Calicay CICY.

De acuerdo con el trabajo de Moore et al., (2020) Xcolac se encuentra rodeado de bosques
y campos agricolas, es un sitios abierto que permite la entra de vegetacion y flujo constante
de materia organica, asi como de luz solar. En el caso del punto geografico Calica, esta
ubicado en un area con canteras, y parcialmente cubierto por lo que el flujo de materia
organica y de luz solar es limitado. Mientras que el punto CICY no posee acceso alguno,
pues el agua de su interior se obtiene a través de una bomba, por lo que hay minima

cantidad de luz solar y el flujo de materia organica es incierto.

Las caracteristicas que posee cada punto geografico, podrian estar determinando la
distribucién que las secuencias PS8A putativas tienen en cada uno, pues su presencia se
encuentra relacionada con las comunidades bacterias que habitan cada punto, las cuales

a su vez estan siendo determinadas por las condiciones del medio.

Al respecto Muscarella et al., (2019) mencionan que las comunidades bacterianas se
encuentran influenciadas por la heterogeneidad del conjunto de recursos disponibles del
sitio donde se encuentran. La diversidad puede aumentar linealmente con la concentracion
de recursos, pues algunas bacterias acuaticas pueden especializarse en ciertos recursos y
si hay cambios en estos hay una reestructuracion de las comunidades bacterianas, y por
ende puede disminuir o aumentar la diversidad. Lo cual se relaciona con los phyla a los
que pertenecieron las secuencias PS8A putativas obtenidas en cada punto geografico, pues
el punto Xcolac es del que se obtuvo un mayor nimero de secuencias PS8A putativas
pertenecientes al phylum Cyanobacteria, seguido del Calica y CICY, dicho phylum esta
reportado como prevalente en los sitios acuaticos con luz solar directa (Moore et al., 2020),

lo que coincide con las condiciones de luz solar que cada punto geogréfico presenta. Por lo
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gue se puede observar una relacion entre la presencia de los microorganismos con los

metadatos obtenidos de cada punto geografico.

Otro ejemplo, es el phylum Euryarcheota, el Unico perteneciente a Archaea del que
obtuvimos secuencias proteasas S8A putativas. Este esta reportado como prevalente en el
sedimento y posee miembros no cultivables. De acuerdo con Moore et al., (2020) la cantidad
de miembros de ese phylum conocidos del acuifero es baja.

Las secuencias PS8A putativas pertenecientes al phylum Euryarchaeota fueron prevalentes
en el sitio CICY, seguido de Xcolac y nulas en Calica.

Lo anterior, puede tener relacién con la manera en la cual la muestra CICY fue obtenida,
pues fue a través del uso de una bomba. La fuerza ejercida impulsa el agua hacia el exterior,
por lo que se podria inferir que al aplicar dicha fuerza existe un levantamiento del sedimento
depositado al fondo del pozo. Lo que propicia la obtencién del material gendémico de
miembros de este phylum. Mientras que su presencia en el punto Xcolac podria estar dada
porque un metagenoma de dicho punto pertenecié al sedimento, mientras que del punto
Calica no se utilizaron secuencias pertenecientes a ninguna muestra de sedimento, (Moore
et al., 2020). Por ultimo, podemos mencionar al phylum Proteobacteria, el cual comprende
una de las divisiones mas grandes y diversas de los procariotas y se encuentra distribuido
en casi todos los ambientes (Gupta et al., 2000). En este estudio se obtuvieron secuencias
de dicho phylum de los tres sitios, por lo que al ser un phylum grande y diverso, su presencia
en diversos ambientes es esperada, a diferencia del phylum Euryarcheota que esta

conformado por miembros que se distribuyen especificamente en el sedimento.

De acuerdo con el andlisis taxonémico desarrollado en este trabajo, se observé que
obtuvimos secuencias PS8A putativas pertenecientes a phyla que no se encuentran entre
los més diversos reportados en la NCBI, sin embargo no obtuvimos dos phyla (Tenericutes
y Fusobacteria) que si. No obstante estan reportados como patdégenos de tejidos y
cavidades humanas (Booth et al., 2014; Berman., 2012), por lo que su ausencia en este
trabajo es esperada. Por lo mencionado anteriormente el presente trabajo permitié ampliar

la gama taxonémica de PS8A, al obtener secuencias pertenecientes a phyla poco diversos.

De acuerdo con los resultados obtenidos en el analisis filogenético, Krem y Di cera, (2010)
mencionan que cuando se trabaja con secuencias de proteinas de gran similitud, estas

tienden a agruparse en el mismo grupo taxonémico, asi como aquellas que pertenecen al
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Mismo organismo o a organismos estrechamente relacionados. Lo anterior explica por qué
en algunos clados hubo segregacion de secuencias, de acuerdo a dos cosas: (i) tipo de
proteina, como ejemplo se puede mencionar las S8B, que se agruparon en un solo clado,
coincidiendo con lo obtenido en el trabajo de Gongora et al., (2020), pues las S8B que
utilizaron de igual manera se agruparon en un clado. Lo mismo se observé con las
secuencias pertenecientes a las PS8A de plantas, la Carlsberg y sus homologos. (ii)
relacion filogenética, pues se encontraron clados que contenian secuencias provenientes

de diferentes puntos geogréficos, las cuales al consultar pertenecieron al mismo phylum.

En lo que concierne a las 16 secuencias PS8A propuestas como putativas novedosas, se
distribuyeron en géneros reportados de recién descubrimiento con énfasis en Methanocella
paludicola, pues son poco conocidas en el sedimento del acuifero de Yucatan (Moore et
al., 2020), ésta no es cultivable y es la secuencia que presentd el menor porcentaje de

identidad, con 37%, por lo que la diferencia con las proteasas S8A existentes es alta.

Se observo que a pesar de contar con los tres motivos conservados (como el resto de las
proteasas S8A encontradas), los aminoacidos contiguos a los motivos D y H difirieron de
los que se encontraron en el resto de las secuencias, pues generalmente se encuentran de
la siguiente manera: D [TGI] H [GTH] y solamente el motivo de la serina (S), no presento
variaciones en sus aminoacidos contiguos, pues en todas estuvieron presentes los
aminoacidos G y T antes del motivo S, por lo que se infiere que dichas diferencias en los

motivos D y H pudieron provocar que se ubicaran en clados distintos.

No obstante al comparar visualmente los aminoécidos que conformaban las secuencias
core de todas las secuencias se observaron diferencias a nivel de género pero a nivel de
especie parecen estar conservadas en ciertos casos. Como ejemplo se puede mencionar a
Paenibacillus polymyxa del cual se recuperaron dos secuencias PS8A idénticas en tamafio
y en aminoacidos. Una se obtuvo del punto Calica y la otra de Xcolac, lo cual descarta la
idea de que haya existido algun error generalizado en el ensamblado o repeticion de datos
por algin motivo no identificado y aporta la idea de que posiblemente en algunas especies

la region gendmica perteneciente a la triada PS8A se encuentra conservada.

Otro ejemplo, son las secuencias obtenidas de Thllassomonas actiniarum, las cuales estan
propuestas como putativas novedosas. Tres fueron secuencias idénticas en aminoacidos y

tamafio, la cuarta solo varié en un aminoacido, con respecto a las anteriores. La quinta
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secuencia obtenida pertenecio al mismo género pero a diferente especie: T. viridians y los
amino&cidos que la conformaron variaron con respecto a T. actiniarum. Por lo que se
continla soportando la idea de que la regién catalitica PS8A entre microorganismos de la

misma especie esté conservada.

Sin embargo, se observo que en algunos casos, las secuencias core variaban de tamafio
dentro de la misma especie, como ejemplo se menciona a Acinetobacter baumanii de la
cual se recuperaron cinco secuencias PS8A putativas, las cuales variaron en tamafio. Dos

fueron de 194 aminoécidos, dos de 229 y una de 135.

Por ultimo, se obtuvieron secuencias que tuvieron el mismo tamafio pero los aminoacidos
variaron, como es el caso de Micromospora carbonaceae del que se recuperaron nueve
triadas cataliticas, las cuales todas presentaron el tamafio de 196 aminoéacidos, pero dichos

aminodacidos variaron entre secuencias.

Por lo que se concluy6 que no hay una regla general aplicable al tamafo especifico o al
patrén de aminodcidos observado en las secuencias core, sin embargo si se observé que

ciertos microorganismos tienden a poseer dichas regiones altamente conservadas.

No obstante, la capacidad de predecir qué cambios trae consigo la sustitucion de un
aminoacido fuera de dichos motivos es uno de los desafios mas dificiles en bioquimica y
biologia celular. Sin embargo, Neitzel et al (2019) menciona que debido a que se conocen
los motivos conservados de las PS8A es posible identificar nuevas, con solo examinar los
aminodcidos de las regiones hipervariables que las conforman, por lo que los resultados de
este estudio siembran las bases para que en futuros trabajos se analicen si dichos
aminodcidos variables interfieren en la funcion y en el plegamiento de dichas proteinas a
su vez analizar otros clados que contengan secuencias diferentes a las que proponemos

como putativas novedosas.

Por lo tanto, a través del uso de las expresiones regulares y los modelos ocultos de Markov
se tuvo la capacidad de detectar secuencias putativas hovedosas, sobresaltando el alcance
gue la aplicacion de las tecnologias de secuenciacion masiva, la bioinformatica y la

metagen6mica poseen.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

5.1

CONCLUSIONES

Mediante la implementacion de estrategias bioinforméticas para la mineria de datos
metagenomicos fue posible obtener secuencias que estuvieran los motivos
caracteristicos de proteasas S8A en metagenomas del acuifero de Yucatéan.

En este trabajo se describe una serie de pasos bioinforméticos para el analisis de
secuencias metagendmicas que permitié la identificacién de secuencias putativas
de proteasas S8A. Las expresiones regulares y los modelos ocultos de Markov son
herramientas que pueden ser aplicadas en cualquier tipo de organismo para buscar
e identificar cualquier secuencia de interés.

La variacién en los amino4cidos contiguos a los motivos conservados fue la principal
diferencia observada en las 16 secuencias PS8A putativas novedosas, con respecto
al resto de las secuencias.

Se observo unarelacion entre los metadatos de los metagenomas con la distribucién
de las secuencias PS8A obtenidas, pues estuvieron relacionadas con los phyla
presentes en cada punto geografico, los cuales a su vez son especificos para las

condiciones particulares que cada punto geografico posee.
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5.2 PERSPECTIVAS

Es de suma importancia tomar en cuenta los metadatos de los metagenomas con los que
se esté trabajando pues aportan gran informacién que puede ser utilizada para trabajos
posteriores, como se observa en la figura 5.1, en la que se representa la distribucion de
secuencias core de PS8A por phylum, en cuatro estratos de la columna de agua. Lo que

podria direccionar la busqueda de dichas proteinas a estratos especificos o puntos

geograficos.
100%
. . -
80%
60%
40%
Sedimento Anoxico Salobre Mesotrofico

m Acidobacteria mActinobacteria = Bacteriodetes Basidiomycota

m Caldisericia m Candidatus m Chlorobi u Chlorofiexi

m Cnidaria mCyanobacteria mDeinoccocus  mEuryarchaeota
Firmicutes Ignavibacteriae ® Planctomycetes = Proteobacteria

= NA

Figura 0.1. Distribucién de 222 secuencias core de PS8A por estrato acuatico

Con este estudio se siembran bases para futuros trabajos para analizar si las secuencias
proteicas obtenidas presentan aplicaciones biotecnoldgicas, pues con la identificacién de
las secuencias putativas en la inferencia filogenética se abre camino a diversos analisis
tales como: (i) busqueda de genes PS8A completos, con la identificacion de los marcos
abiertos de lectura (por sus siglas en inglés: ORF’S), (ii) expresion de las proteinas para

verificacion de la catalisis, (iii) patentes y aplicaciones biotecnoldgicas industriales.
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5.3 ANEXOS

5.3.1. Inferencia filogenética de las relaciones entre las proteasas S8A obtenidas por
la mineria de datos y proteasas conocidas.

Descripcién de los identificadores utilizados en el arbol: X: pertenece al punto Xcolac,
C: punto Calica, CY: al punto CICY. Los numeros siguientes a las letras anteriores
corresponden al identificador del contig al que pertenecen.

La secuencia correspondiente a la proteasa Carlsberg fue nombrada como Carls. Las
secuencias homoélogas a esta, se nombraron de acuerdo al phylum al que pertenecen.
EuryH: Euryarchaeota, FirmH: firmicutes, ProtH: proteobacteria, ActinoHC: actinobacteria,
CyanH: Cyanobacteria.

La secuencia perteneciente a la pepsina: pepsin, a la familia de las metalo proteasas:
metall. Por ultimo las S8B, fueron nombradas como furiS8B y ScS8B.

El arbol esta presentado en escala y los valores de soporte estan representados en los

nimeros ubicados en cada clado.
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