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RESUMEN

Se ha demostrado en la ultima década, que unicamente el 1 % de los microorganismos
del medioambiente se puede cultivar y por lo tanto, la mayoria no son accesibles con las
técnicas tradicionales. Mediante la metagendmica se busca obtener el acceso al 99 % de
las especies restantes. Se visualiza a la metagendmica como una herramienta de apoyo
en la busqueda de metabolitos de interés farmacéuticos, ya que la mayoria de los

productos naturales que se utilizan en la medicina son de origen microbiano.

El acceso a los recursos genéticos de sitios ricos en flora microbiana, ademas de tener un
enorme atractivo cientifico, tiene el potencial de traducirse en productos biotecnol6gicos
que generen procesos ambientalmente mas amigables y eficientes. Por lo tanto, en este
proyecto deseamos conocer la diversidad de los genes PKS Tipo | presente en el acuifero
de Yucatan, para tener un panorama del potencial biotecnolégico de este ambiente, para

la bioprospeccion de productos novedosos acordes con las necesidades actuales.

Para la busqueda de los genes KS-PKS Tipo | en el acuifero de Yucatan, se realizaron
tres tipos de escrutinios, que fueron: i) funcional, ii) Molecular e iii) in silico. Los dos
primeros escrutinios fueron realizados en una biblioteca metagenémica, mientras el tltimo
(in silico) se realizé directamente con ADN ambiental obtenido a partir las bacterias
contenidas en el agua del acuifero de Yucatan. De los dos primeros escrutinios no se
obtuvieron resultados significativos, sin embargo, del escrutinio in silico se recuperaron
130 secuencias, a las que se les realizd6 un ensamble para la formacion de contigs. Se
obtuvieron 20 contigs y siete secuencias sencillas. Unicamente dos de las secuencias
sencillas recuperadas, tuvieron como homélogo mas cercano un gen KS de las PKS Tipo
I, el cual esta relacionado con la sintesis del fenol phthiocerol en la bacteria
Mycobacterium tuberculosis H37Rv. La base de datos del acuifero, fue comparada contra
otros cuatro metagenomas, de ambientes con caracteristicas similares, de donde se
recuperaron 164 secuencias con identidad con el gen KS de las PKS Tipo I. A partir del
andlisis filogenético se determind que la mayoria de las secuencias recuperadas de

acuifero de Yucatan estdn emparentadas con las enzimas tiolasas.
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ABSTRACT

In the last decade it has been demonstrated that only 1% of the environment's
microorganisms can be cultivated and therefore, most are not accessible with traditional
techniques. Through metagenomics, we seek to obtain access to 99% of the remaining
species of organisms. Metagenomics is visualized as a support tool in various areas such
as the search for metabolites of pharmaceutical interest, since most of the natural products

used in medicine come from microbials.

The access and knowledge to the genetic resources of sites that are rich in microbial flora
are of enormous scientific interest, due to the fact that those resources have the potential
to translate into biotechnological products that generate more efficient and
environmentally-friendly processes. Therefore, knowing the diversity and availability of
potential PKS genes in the environment is of vital importance with the purpose of having
an overview of the biotechnological potential of the Yucatan aquifer for bioprospecting

novel natural products according to the current needs.

For the search of KS-PKS Type | genes in the Yucatan aquifer, three types of scrutinies
were performed: i) functional, ii) molecular and iii) in silico. The first two scrutinies were
performed by a metagenomic library, while the last one (in silico) was done directly on the
environmental DNA sample, which was obtained from the bacteria that were contained in
the water samples. From the first two scrutinies, no significant results were obtained,;
however, from the in silico scrutiny we were able to recover 130 sequences, which were
assembled for the arrangement of contigs. Out of this, we obtained twenty contigs and
seven free sequences from the metagenome of the Yucatan aquifer. Only two of the
recovered sequences showed identity with KS genes of Type | PKS, which was related to
the synthesis of phenol phthiocerol from the bacterium Mycobacterium tuberculosis
H37Rv. The aquifer metadata were compared and analyzed in conjunction with four other
databases, from different environments that shared similar characteristics, from which 164
sequences were obtained with identity to the KS genes of the Type | PKS. As a final step,
we built a phylogenetic tree with all the recovered sequences, to know their evolutionary

relationship to those reported in the public databases.
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INTRODUCCION

INTRODUCCION

Cuando la vida en la Tierra surgid6 hace aproximadamente 3.5 mil millones de afios,
Unicamente existian microorganismos (Schopf et al., 2002). Y aun hoy, la vida microbiana
domina la Tierra en muchos aspectos. Con una poblacion estimada de 5x10%° células y
entra 1x10° y 1x10° especies distintas (Simon y Daniel, 2009), los microorganismos
contienen la mayor biomasa y diversidad genética de nuestro planeta (Wooley et al.,
2010; Whitman et al., 1998). Las bacterias y arqueas se pueden encontrar practicamente
en todos los habitats presentes en la naturaleza; en suelos, sedimentos, agua y
ambientes hostiles o extremos, como el Artico (Bottos, 2008), los desiertos (Fierer y
Jackson, 2006; Johnson y Cameron, 1973), y en las rocas a 7 kilbmetros por debajo de la
superficie de la Tierra (Szewzyk et al., 1994). Suelen vivir en comunidades complejas con
diferentes tipos de asociaciones entre ellas y con los organismos superiores (Hess et al.,
2011). Por ejemplo, hay presencia de comunidades microbianas en el intestino, el rumen,

la leche y la piel de los animales (Hess et al., 2011).

La comprensién de los microorganismos, tanto a hivel bioquimico como genémico, es de
suma importancia, ya que mejora nuestra capacidad de utilizar su potencial genético para
generar productos biotecnolégicamente Utiles (Gerlach, 2012). Pero este estudio de los
microorganismos se ve dificultado por el hecho de que la mayoria de ellos no son
cultivables por métodos tradicionales (Gerlach, 2012). Solo 1 % de las bacterias han sido
cultivadas hasta ahora (Rondon et al., 1999).

Uno de los métodos cominmente utilizados para estudiar la genética de las bacterias que
no se pueden cultivar, es el basado en la extraccién y andlisis total o parcial del ADN
presente en una muestra del medioambiente; a lo que se denomina metagendémica
(Handelsman et al., 1998). Si este ADN ambiental (ADNe, por sus siglas en inglés;
enviromenmental DNA) se deriva de méas de un genoma, se denomina ADN
metagenomico (Daniel, 2005; Lorenz y Eck, 2005; Handelsman et al., 1998). La ventaja
de utilizar estrategias metagenomicas es que éstas posibilitan el andlisis casi total del
ADNe de una comunidad sin depender de los métodos de cultivo tradicionales; es decir,
no requieren conocimiento previo de los organismos presentes (Piel, 2011). Por lo tanto,
la necesidad de cultivar bacterias de un ambiente ha sido sustituida por la capacidad de

aislar y analizar metagenomas (Handelsman et al.,, 1998). La metagenémica ofrece
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herramientas in vivo e in silico para superar las limitaciones de cultivar a los

microorganismos (Gerlach, 2012).

Las comunidades bacterianas constituyen un importante reservorio de nuevos antibiéticos
y otros metabolitos con actividad biolégica variada (Rojas-Herrera et al., 2011). Uno de los
grupos de metabolitos de importancia biotecnoldgica son los policétidos (Webster y
Taylor, 2012). Los policétidos son un grupo diverso de metabolitos secundarios bioactivos
producidos por bacterias, hongos y plantas, que pueden tener funcion de
anticancerigenos (epotilona), antibiéticos (rapamicina), toxina (coronatina), etc., (Staunton
y Weissman, 2001). Los policétidos son biosintetizados por complejos multienzimaticos,
llamados policétido sintasas (PKS) (Webster y Taylor, 2012). Las PKS Tipo | estan
organizadas en modulos, un médulo minimo que est4d formado por los siguientes
dominios: cetosintasa (KS), proteina acarreadora de acilos (ACP) y acil-transferasa (AT)
(Webster y Taylor, 2012). La busqueda de los dominios KS de las PKS Tipo | han servido
como marcadores genéticos para determinar el posible potencial para la sintesis de
productos naturales, de microorganismos de diferentes ambientes (Reddy et al., 2012;
Foerstner et al., 2008).

La busqueda de nuevos productos naturales en organismos marinos ha aumentado en los
ultimos afios, y esto se debe, a que en los organismos terrestres, las moléculas nuevas
encontradas han disminuido o tienen propiedades muy similares a las ya existentes
(Mayer et al, 2011; Gulder y Moore, 2009).

Uno de los primeros trabajos que contribuyen al aislamiento y andlisis de metabolitos a
partir de especies bacterianas autoctonas del acuifero de Yucatan, es el de De la Rosa-
Garcia y colaboradores en 2007. En este trabajo se reportaron a partir de la microbiota del
acuifero de Yucatan, 46 cepas bacterianas que presentaron actividad antimicrobiana. Los
resultados apoyan la hipétesis de que la microbiota aislada de ambientes Unicos puede
ser una alternativa interesante en la investigacion de nuevos compuestos para

aplicaciones biotecnolégicas (De la Rosa-Garcia et al., 2007).

En el trabajo de investigacién se desea conocer la diversidad de genes de cetosintasa
(KS) de PKS Tipo 1, y resaltar el potencial de la microbiota del acuifero de Yucatan, para

producir nuevas moléculas sintetizadas mediante el uso de estas enzimas.
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ANTECEDENTES

1.1 PRODUCTOS NATURALES DE ORIGEN BACTERIANO

Durante siglos, los investigadores se fascinaron con los microorganismaos, y pronto se
dieron cuenta de la importancia de las bacterias, hongos y virus, para los seres humanos,
los animales y las plantas. No s6lo por su caracter en ocasiones perjudicial, sino también
como la fuente de muchos productos bioquimicos Utiles, tales como: vitaminas vy
antibidticos, agentes quimioterapéuticos contra el cancer (Cragg y Newman, 2000),
compuestos inmunomoduladores y otras moléculas farmacéuticas (Clark, 1996; Morris et
al, 1990). También se percataron de su participacion en procesos como la fermentacion,
transformaciéon y descomposicion de la materia organica, lo que interviene directamente
en los ciclos de elementos relacionados con la vida (l6ca et al., 2014). Actualmente, es
aceptado sin duda, que los microorganismos constituyen una de las formas mas
importantes de vida y que proporcionan herramientas biotecnolégicas para transformar la
materia organica, asi como para la obtencion de productos quimicos y bioquimicos utiles
(I6ca et al, 2014).

Dentro de las fuentes de productos naturales, los microorganimos ofrecen grandes
posibilidades para la obtencién de nuevas estructuras y actividades biol6gicas (Brizuela et
al., 1998). Los microorganismos también son versatiles, al permitir manipulaciones
genéticas dirigidas a modificar su metabolismo secundario, lo que contribuye a nuevos

conocimientos e innovacién tecnoldgica (I6ca et al., 2014).

Los metabolitos secundarios producidos por los microorganismos constituyen su interfase
quimica con el resto del mundo viviente (Brizuela et al., 1998). El alcance de las posibles
interacciones (antagonicas, sinergisticas, etc.) a través de los metabolitos de los
microorganismos y otros seres vivos es tan grande que constituye una fuente casi
inagotable para la obtencion de nuevos productos Utiles para el ser humano (cuadro 1.1)
(Brizuela et al., 1998). El estudio de estas interacciones ha hecho posible conocer un gran

namero de metabolitos secundarios microbianos con nuevas estructuras quimicas.
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Cuadro 1.1 Ejemplos de metabolitos secundarios en interacciones microbianas con otros
seres vivos (Brizuela et al., 1998).

Interaccion Metabolitos

Antibiéticos, reguladores microbianos, factores

Microorganismo-microorganismo L
de crecimiento

Agentes farmacolégicos e inmunoldgicamente
activos, inhibidores de enzimas, aditivos
nutricionales

Microorganismo-mamiferos

Antiparasitarios, insecticidas, acaricidas,

Microorganismo-invertebrados o
helminticidas

Fitotoxinas, reguladores del crecimiento en

Microorganismo-plantas plantas, fitoalexinas y herbicidas

superiores

Las caracteristicas mas importantes inherentes a los productos naturales microbianos
estan relacionadas con su composicion quimica particular, factores ambientales y el
microorganismo de origen. Es decir, el microorganismo productor especifico, su
interaccion con el medio ambiente, sus diferentes actividades, funciones biolégicas y su
estructura quimica (Dezfully y Heidari, 2016; Netzker et al., 2015; Bérdy, 2012).

El nimero de compuestos naturales publicados es de casi 600,000. De ellos el 47% son
producidos por procariotas, el 43% por microrganismos eucariotas, mientras que las
plantas solo representan el 7%, y los metabolitos derivados de animales representan el
3% (Bérdy, 2012).

Los Actinomicetales filamentosos, particularmente del género Streptomyces, producen
entre 60 y el 53% de los compuestos bioactivos reportados para las bacterias (Dezfully y
Heidari, 2016; Bérdy, 2012). El numero total de productos fungicos bioactivos es
aproximadamente de 30% de todos los productos microbianos (Dezfully y Heidari; Bérdy,

2012). La produccién de compuestos bioactivos se resume en el cuadro 1.2.

De los 258,000 compuestos bioactivos conocidos de microorganismos, menos del uno por
ciento, son de uso directo en la medicina humana, veterinaria, y en la agricultura. En la
terapia humana la mayoria de los compuestos que estd en uso, derivan de especies de

Actinomycetales (Bérdy, 2012). No todos los compuestos naturales han sido
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caracterizados, hasta 2014 solo ~170,000 metabolitos secundarias de organismos
marinos y terrestres habian sido evaluados (Netzker et al., 2015).

Cuadro 1.2 Namero aproximado de compuestos bioactivos de microorganismos (modificado
de Dezfully y Heidari 2016; Bérdy, 2012).
total

Total de

Antibiético metabolitos metabollt_os Con uso
bi . secundarios aplicado
ioactivos
reportados

Actinobacterias 10000 12000 20000 100-120

Hongos 10000 15000 30000 30-35
Animales 5000 10200 29-35000 100-150
Plantas 25000 31000 350-410000 600-1000

1.2 POLICETIDOS

Los policétidos representan un grupo de productos naturales muy diversos que
comprenden; polifenoles, macrdlidos, polienos y poliéteres entre otros (O‘Hagan, 1991).
Aunqgue su papel biolégico exacto se desconoce en muchos casos, se cree que funcionan
como pigmentos, factores de virulencia, infoquimicos, o para la defensa (Staunton y
Weissman, 2001). Desde un punto de vista farmacolégico, los policétidos son una
importante fuente de nuevos productos terapéuticos. En particular se utilizan en medicina,
principalmente como antibiéticos (ejemplos: eritromicina (Csz;He;NO;3), rifamicina
(C43HsgN4O12)), inmunosupresores (ejemplo: rapamicina (Cs;H7oNO13)), antiparasitarios,
para reducir el colesterol (ejemplo: lovastatina (C,4H360s5)), Y como agentes antitumorales

(ejemplo: epotilona (C,7H41NO6S)) (Staunton y Weissman, 2001).

El campo de los policétidos ha avanzado enormemente desde el trabajo pionero de Collie
(1893), que descubri6 por casualidad un conjunto de notables reacciones sintéticas, que
daba origen al orcinol. Actualmente se han dilucidado en su totalidad las estructuras de
cientos de policétidos, y también se han clonado, y caracterizado los genes de las

enzimas responsables de su biosintesis (Staunton y Weissman, 2001).
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1.2.1 Biosintesis de los policétidos

Los policétidos son metabolitos secundarios sintetizados por complejos enzimaticos
denominados policétido sintasas (PKS) (Hertweck, 2009). Debido a las similitudes de los
mecanismos entre las sintasas de acido graso (FAS) y las policétido sintasas (PKS), estas
dltimas se clasifican segin la nomenclatura de los tipos de FAS, con algunas
modificaciones adicionales segln sea necesario, por ejemplo; la nomenclatura de las FAS
Tipo |, como las PKS Tipo | se refiere a dominios cataliticos en formacion lineal y
covalentemente unidos dentro de grandes complejos multienzimaticos. Entre las
modificaciones en la nomenclatura introducidas para las PKS estan las que tiene sintesis
iterativas o0 no-iterativas, es decir, si cada dominio de KS cataliza mas de una ronda de
elongacioén de la cadena, en cambio las FAS son exclusivamente iterativas (Chan et al.,
2009; Hertweck 2009). Sin embargo, la biosintesis de policétidos se desvia en muchos
aspectos de la biosintesis de &cidos grasos. Las PKS difieren claramente de las FAS no
s6lo en su capacidad para utilizar una gama mas amplia de bloques biosintéticos de
construccion, sino también en la formaciéon de diversas cadenas de carbono con
longitudes muy diferentes (Hertweck, 2009). Ademas, mientras que las FAS tipicamente
catalizan un ciclo reductor completo después de cada elongacion, en la biosintesis de
policétidos, los pasos reductivos son opcionales; se pueden omitir parcial o totalmente
antes de la siguiente ronda de alargamiento, dando lugar a un patrén mas complejo de

funcionalizacion (Hertweck, 2009).

La biosintesis de los policétidos se da por la incorporaciéon sucesiva de carbono como
unidades de elongacion a partir de una unidad iniciadora. Ambas unidades son activadas
al unirse a una molécula de coenzima A (CoA), formando los correspondientes tioésteres-
CoA (figura 1.1) (Sanz, 2005; De Heredia, 1993). Las unidades iniciadoras pueden ser
acetil-, propionil- o butiril-CoA, aunque se han descrito unidades iniciadoras mas
complejas (Baerson y Rimando, 2007; Sanz, 2005). Por otra parte, las unidades de
elongacién son: malonil-CoA para la formacion de los policétidos arométicos, y
metilmalonil o etilmalonil-CoA para el caso de los policétidos poliéteres y macrolidos,

originando cadenas laterales de metilo o etilo (Sanz, 2005).
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Figura 1.1 Esquema de la biosintesis de un policétido. 1) La unidad extensora es seleccionada
por el dominio AT, 2) y posteriormente es cargada al dominio ACP, 3) entonces el dominio KS,
cataliza la condensacion descarboxilada de Claisen entre la molécula de carboxilo unida a ella 'y la
unidad de extension unida al dominio ACP (modificado; De Heredia, 1993).

1.2.2 Tipos de pks

Las PKS se han clasificado de acuerdo con la organizacién de sus dominios enzimaticos,
asi como con la naturaleza de las unidades de elongacion que utilizan en el montaje de la
cadena policeténica (Shen, 2003). De esta manera, se clasifican en PKS Tipo I, Tipo Il y
Tipo lll. Los tres tipos han sido descritos en sistemas bacterianos (cuadro 1.3) (Baerson y
Rimando, 2007; Shen, 2003).

Cuadro 1.3 Tipos de PKS (Hertweck, 2009).

Tipo de PKS Bloques de Organismo
construccion
Tipo I: modulares (no ACP*, varias unidades de Bacterias

iterativas); sub tipos: extension

cis-AT, trans-AT

ACP*, solo malonil-CoA
como unidad de extensién

Tipo I: iterativas;
subtipo: NR-, PR-, HR-
PKS

Principalmente hongos y
algunas bacterias.

ACP*, solo unidades de Exclusivamente bacterias

extension de malonil-CoA

Tipo Il: iterativas

Acil- CoA, solo malonil-
CoA como unidad de
extension

Tipo Il iterativas

Principalmente plantas,
algunas bacterias, hongos y
animales

Hibridos PKS-NRPS ACP*, malonil-CoA,
aminoacidos como unidad

de extension

Bacterias (modulares)
Hongos (iterativas)

*ACP: proteina acarreadora de grupos acilos.
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Las PKS Tipo | (PKS-I), involucradas en la biosintesis de los policétidos poliéteres y
macrolidos, se componen de varias enzimas multifuncionales, cada una de las cuales
presenta diferentes dominios cataliticos dispuestos en el orden preciso en que van a ser
utilizados en cada ciclo de elongacion de la cadena policeténica. Esta organizacion se
conoce como modular. Una PKS Tipo | iterativa es aquella en la que un modulo es capaz
de alargar la cadena policetdnica varias veces, mientras que en una PKS tipo | no iterativa
la cadena policetdnica solo pasa una vez por el modulo para ser elongada (Hertweck,
2009). Por otro lado, las PKS Tipo II, conformadas por varias proteinas en un complejo
multienzimatico, actian de forma iterativa para originar la cadena. Estas son las
responsables de la sintesis de los policétidos arométicos. Por Ultimo, las PKS Tipo Il
representan un subtipo de enzimas menos complejas que las PKS Tipo | y Tipo II,
estructural y cataliticamente hablando; son un grupo de proteinas homodiméricas dentro
de las que se incluye la superfamilia de las chalcona sintasas. Estas también acttian
fundamentalmente de forma repetida para formar policétidos aromaticos, a menudo
monaociclicos (Baerson y Rimando, 2007; Sanz, 2005; Shen, 2003). Las PKS Tipo I y Il se
valen de la ACP para activar los sustratos acil-CoA y conducir a los policétidos
intermediarios en formacion, mientras que las PKS Tipo lll, actian directamente sobre el
sustrato acil-CoA sin depender de la ACP (Shen, 2003).

1.2.3 Biosintesis de policétidos por el complejo PKS Tipo |

Muchos de los policétidos son sintetizados por PKS Tipo |, no iterativas. Las PKS Tipo |
son complejos multienzimaticos organizados en modulos. Cada uno de los cuales alberga
un conjunto de dominios distintos, responsables de la elongacién por catdlisis de un ciclo
de la cadena policeténica. Un médulo de elongacién tipico de una PKS Tipo | contiene
minimo tres dominios, un dominio de aciltransferasa (AT), cetosintasa (KS), proteina
transportadora de grupos acilo (ACP), y puede contener dominios opcionales
cetoreductasa (KR), deshidratasa (DH) y enoilrreductasa (ER) que se encuentran entre
los dominios AT y ACP (figura 1.2) (Ayuso-Sacido y Genilloud, 2005; Shen, 2003;
Staunton y Weissman, 2001).
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Figura 1.2 Esquema de la organizacion de los dominios en los médulos de la PKS Tipo |I. El
orden de los dominios cataliticos dentro de cada moédulo es cetosintasa (KS), aciltransferasa (AT),
(ceto reductasa (KR), deshidratasa (DH), enoil reductasa (ER), cuando existen) proteina
transportadora de grupos acilo (ACP) y Tioesterasa (TE) (para liberar el compuesto) (modificado:
Moore et al., 2005).

El primer paso de la biosintesis se caracteriza por la transferencia del grupo acilo
catalizada por el dominio AT, de la unidad iniciadora desde la CoA hacia el grupo tiol de
un residuo de cisteina en el sitio activo de la KS, para su posterior condensacion (Sanz,
2005; Baerson y Rimando, 2007). Por su parte, la unidad de elongacion es trasferida por
el mismo dominio AT al grupo tiol del brazo de la 4"-fosfopantoteina de la ACP, la cual
sirve como soporte de la cadena policarbonada en formacioén (Sanz, 2005; De Heredia,
1993). A continuacion, tiene lugar la condensacion entre ambas moléculas, catalizada por
el dominio KS, produciéndose la pérdida de un atomo de carbono (descarboxilacién) de la
unidad elongadora. De esta manera se forma un residuo policetonico de cuatro atomos de
carbono unido al brazo de la 4’-fosfopantoteina del dominio ACP, que podria sufrir 0 no
reacciones de B-cetorreduccion, deshidratacion y enoilreduccién (Sanz, 2005). Mediante
ciclos de condensaciones de unidades de elongacion llega a constituirse la cadena
policetonica la cual posteriormente se libera de la PKS por la accion de una tioesterasa
(TE) (Bervanakis, 2008). Ademas de la tioesterasa integrante de la PKS, existen otras
tioesterasas independientes cuya funcién es corregir aquellos errores que se pueden

producir durante el ensamblaje de la cadena (Kotowska et al., 2002).
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Los ciclos son diferentes para todos lo policétidos y pueden ocurrir reacciones como:

A. Condensacion-condensacion, que mantiene dos grupos ceto muy proximos entre
si. En este proceso de biosintesis no existe ninguno de los dominios cataliticos de

reduccion.

B. Condensacion-reducciéon, formando grupos hidroxilo; el dominio de reduccién

presente es KR.

C. Condensacion-reduccion—deshidratacién, dando lugar a la formacion de un doble

enlace, pues los dominios presentes son KR y DH.

D. Condensacién—-reduccion—deshidratacién—reducciéon, que origina una cadena
saturada. En este caso estan presentes los tres dominios funcionales KR, DH y
ER.

Una vez sintetizada la cadena policeténica, puede ocurrir una serie de reacciones de
plegamiento y ciclacién, que dan lugar a las estructuras caracteristicas de los policétidos

aromaticos o macrociclicos, asi como metilaciones post-PKS (Sanz, 2005).
1.2.4 Diversidad de los policétidos.

La impresionante diversidad de estructuras de policétidos es el resultado de una serie de
eventos programados que se producen antes, durante y después del montaje de la
cadena. En todos los casos, los principales determinantes son el tipo y el nUmero de
bloques de construccion empleados en la biosintesis (Khosla et al., 1999). Después de la
sintesis de la cadena policeténica del policétido, la cadena se libera de la PKS por
lactonizacion (Kohli et al., 2003), hidrdlisis, ataques nucledfilos o liberacién reductiva,
(Bailey et al., 2007) y se puede producir un nucleo de ciclizacién. Por ultimo, la cadena
policeténica puede sufrir una amplia gama de reacciones de corte y modificacién, sobre
su estructura (Rix et al., 2002). Las biotransformaciones comunes son glicosilaciones,
alquilaciones, transferencias de acilo, hidroxilaciones y epoxidaciones. Otras
modificaciones conocidas incluyen la halogenacion, transaminacién, la formacioén de

nitrilos, y desaturacion para producir alquinos (Hertweck, 2009).

10
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1.2.5 Organizaciéon de un cluster de genes para la sintesis de policétidos Tipo |

En la década de los 50 el uso de is6topos posibilitd la elucidacion de las rutas de
biosintesis de los policétidos. En la década de los 80 la genética molecular permitio
descubrir el orden de los genes que codifican PKS. El principal pionero en esta area fue
Sir David Hopwood, quien utilizé al policétido actinorhodina como sistema de pruebas con
base en la eliminacion de la sintesis del colorante azul, caracteristico en bacterias
mutantes. Esto fue logrado por la inactivacion de genes especificos los cuales
participaban en la via de sintesis de este antibiético de color azul (Staunton y Weissman,
2001).

Para dar una idea de la organizacion del cluster de genes PKS en la bacteria se utilizara

como ejemplo la ruta de sintesis del policétido mas estudiado, la eritromicina.

Peter Leadlay de la Universidad de Cambridge, supuso que los genes de biosintesis para
el antibidtico eritromicina en Saccharopolyspora erythraea y bacterias relacionadas con
Streptomyces, se agrupan en torno al gen que confiere la autoresistencia (Cortés et al.,
1990; Malpartida, 1984) y mediante “caminata” a lo largo del cromosoma, lejos del gene
de resistencia ermE, localizé el gen de biosintesis de la eritromicina, y con la busqueda de
genes con similitud con FAS y otras enzimas PKS, encontré el resto de genes ery
pertenecientes en la ruta de biosintesis del antibidtico eritromicina (Cortés et al., 1990).
Utilizando otro enfoque, Leonard Katz (1988) en los Laboratorios Abbott, descubrié una
region en el genoma de S. erythraea cercana al gen de resistencia ermE, en la que las
mutaciones desactivaban la sintesis de 6-desoxieritronolida B (6-DEB) (Weber y Losick,
1998; Stanzak et al., 1986; Harris y Murphy, 1971). La secuenciacion revelé genes ery
dentro de esta regién (Staunton y Weissman, 2001). En la figura 1.3, se muestra el mapa
de una region del genoma de S. erythraea. A ambos lados de ermE hay genes que
codifican enzimas no involucradas en las etapas de armado del esqueleto policeténico de
6-DEB (Townsend y Minto, 1999). Pero més lejos de ermE se encuentran los genes de la

PKS que participan en la biosintesis de eritromicina (Townsend y Minto, 1999).

11
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Figura 1.3 Cluster de genes PKS pertenecientes a 6DEB. Esquema que muestra la region del
genoma de Saccharopolyspora erythraea la cual contiene los genes asociados con la biosintesis
de eritromicina (Staunton y Weissman, 2001).

Los genes estructurales responsables de la biosintesis del primer macrélido intermedio 6-
DEB (Harris y Murphy, 1971) son tres marcos de lectura abierta (ORFs) de méas de 10kb
cada uno, eryAl, eryAll y eryAlll (Fig. 1.3), que codifican tres grandes péptidos
multienzimaticos (~350 kDa cada uno), sintasa 6-desoxieritronolida B (DEBS) 1, 2 y 3
respectivamente (Staunton y Weissman, 2001). Los tamafios de estos ORFs colocan a la
PKS de eritromicina en un grupo selecto de enzimas que sintetizan metabolitos
secundarios utilizando polipéptidos multifuncionales de gran tamafio (Staunton vy
Weissman, 2001). Mas sorprendente aln, las proteinas DEBS son pequefias comparadas
con las que participan en la biosintesis de por ejemplo: la rapamicina (71 kb) (Schwecke
et al., 2000; Aparicio et al., 1996), la rifamicina (54 kb) (Schupp et al., 1998) y la nistatina
(97 kb) (Brautaset et al., 2000).

Las actividades cataliticas o dominios dentro de cada una de estas enzimas gigantes
fueron clasificadas funcionalmente por comparacion con los dominios en sintasas de

acidos grasos y otros policétidos (Donadio et al., 1991; Cortés et al., 1990).

Aparte de las actividades cataliticas englobadas dentro de las PKS que son responsables
de la elongacién y posterior ciclacion de la cadena policetonica, existen una serie de
enzimas que, una vez sintetizada la estructura basica del policétido, se encargan de
introducir una serie de modificaciones de “adorno” o post-PKS, contribuyendo a ampliar la

variedad de estructuras quimicas que pueden ser generadas. Dentro de estas
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modificaciones destacan las producidas por las monooxigenasas del citocromo P450, las
metiltransferasas y las glicosiltransferasas (Sanz, 2005).

Las monooxigenasas del citocromo P450 son enzimas oxidativas descritas en muchos
cluster de biosintesis de policétidos macrolidos, como eritromicina (Haydock et al., 1995;
Stassi et al.,, 1993; Weber et al., 1991), oleandomicina (Rodriguez et al., 1995),
rapamicina (Mdlnar et al., 1996), pimaricina (Aparicio et al., 2000), nistatina (Brautaset et
al., 2000), rimocidina y CE-108 (Seco et al., 2004) entre otros. En algunos casos, estas
enzimas van asociadas a las ferredoxinas, encargadas de mediar el transporte de

electrones requerido por las citocromo P450 (O’Keefe y Harder, 1991).

Otro grupo de enzimas son las transferasas, capaces de reconocer una gran variedad de
estructuras y transferirles diferentes grupos funcionales (metilo, glucosilo). En funcién del
grupo funcional que transfieren, se pueden agrupar en: glicosiltransferasas,

metiltransferasas, acetiltransferasas, aminotrasferasas, amidotransferasas (Sanz, 2005).
1.2.6 Estructura de los genes de PKS Tipo |

A nivel gendmico las PKS son extremadamente complejas, y llegan a ocupar varias
decenas de miles de nucleétidos con unidades secuenciales repetidas en los genes que

dan lugar a una organizacion conocida como modular (Sanz, 2005).

Entre las secuencias de nucleétidos que codifican estas PKS, existe un alto grado de
identidad que ha permitido identificar una serie de motivos altamente conservados para
cada uno de los dominios cataliticos que las constituyen (Sanz, 2005). La secuencia
conservada para los dominios KS es GPXXXXXTACSS en torno al residuo de la cisteina
del centro activo (Aparicio et al., 1996; Bevitt et al., 1992; Donadio y Katz, 1992). Existen,
ademas dos residuos de histidina conservados en las posiciones 135 y 173 aminoacidos
del centro activo del dominio KS, en direccion al extremo C-terminal que estan siempre
presentes, tanto en PKS Tipo |, como en las PKS Tipo Il (Aparicio et al., 1996). Respecto
al dominio KS del médulo de “carga” de las PKS de macrdlidos polienos, normalmente
éste presenta una sustitucion del aminoacido cisteina (KSc) del centro activo por el
aminodcido serina (KSs) (Caffrey et al., 2001; Brautaset et al., 2000; Aparicio et al., 1999).

Al principio, se pensé que dicha sustitucion hacia que el dominio KS fuese inactivo
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(Aparicio et al., 1999) pero mas tarde se le asoci6é una posible actividad decarboxilasa ya
descrita para dominios KS en los que el amino&cido cisteina estaba sustituido por el
amino&cido glutamina en el centro activo (KSQ) (Brautaset et al., 2000; Aparicio et al.,
2000; Witkowski, 1999).

La PKS que contiene el modulo de “carga” de nistatina (NysA) tiene esta actividad
decarboxilasa para el dominio KS (Brautaset et al., 2003). Por otro lado, los dominios
funcionales AT presentan la secuencia conservada GHSXG alrededor del residuo de
serina del centro activo. Igualmente existen residuos conservados de glutamina, arginina
e histidina en las posiciones 11, 117 y 190, respectivamente (Aparicio et al., 1996; Serre
et al., 1995). Dentro de estos dominios cataliticos de la AT es posible discernir entre
unidades elongadoras de otra en la cadena policetbnica mediante la secuencia
conservada de aminoacidos que contiene. Asi, la secuencia consenso
RVDVVXXXXXXMXSXAXWX,GHSXG determina la incorporacion de metilmalonil-CoA
(propionato) como unidad elongadora (Haydock et al., 1995), mientras que la secuencia
consenso ETGYAXXXXXXXQXAXFGLLX;,GHSXG determina que la unidad elongadora
gue se incorpora a la cadena policetonica en formacion es malonil-CoA (acetato)
(Marsden et al., 1994).

Para los dominios cataliticos ACP, la secuencia consenso caracteristica de LGXD
SLXXVE se encuentra alrededor del residuo de serina del centro activo sobre el cual se

une al brazo de 4’fosfopantoteina (Sanz, 2005).

Los dominios cataliticos KR y ER presentan el motivo conservado GXGXXGXXXA en
todos los casos descritos, excepto para rapamicina donde el motivo conservado es
GXGXXAXXXA (Aparicio et al.,, 1996; Scrutton et al., 1990). Finalmente los dominios
cataliticos DH presentan la secuencia consenso HXXXGXXXXP (Bevitt et al., 1992).

Como se dijo anteriormente, los dominios funcionales estan colocados dentro de cada
PKS en el orden preciso en el que van a ser utilizados para la elongacion de la cadena
policetonica. De tal modo que, si estan presentes todos ellos, su orden serd: KS-AT-ACP-
KR-DH-ER (Sanz, 2005).
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1.2.7 Analisis de genes PKS Tipo |

La intensiva investigacion sobre genes PKS y otros genes relacionados con rutas
metabdlicas ha impulsado la identificacion y aplicacion de nuevos metabolitos secundarios
en la biomedicina y biotecnologia (Amoutzias et al., 2008; Clardy et al., 2006). Sin
embargo, a pesar de grandes esfuerzos, el cultivo de muchas bacterias que contienen
estos genes no se ha podido lograr (Webster y Hill 2001; Webster et al., 2001; Lépez et
al., 1999). Debido a ello, se han desarrollado los enfoques gendémicos dirigidos al
aislamiento de los genes de biosintesis y a su expresion en células huésped como una
alternativa (Courtois et al., 2003; Voget et al., 2003; Gillespie et al., 2002; Brady et al.,
2001). Sin embrago, no siempre es posible encontrar células con el fenotipo deseado
(coloracion, morfologia, entre otras.). Ya que el gran tamafio de los clUster de la ruta de
biosintesis de los policétidos (hasta 100 kb dificulta su clonaciéon completa y por lo tanto,

la biosintesis no se lleva a cabo (Piel, 2011).

Durante la ultima década, el rapido desarrollo de las herramientas bioinformaticas, asi
como la mejora de la secuenciacion y la anotacién de genomas microbianos, ha llevado a
la identificaciébn de nuevos grupos de genes de PKS (Jenke et al., 2009; Donadio et al.,
2007). Las herramientas BLAST (basic local alignment search tool) y HMMER (profile
hidden Markov model suite of tools) son ampliamente utilizadas para la blsqueda de
genes de PKS (Amoutzias et al., 2008; Foerstner et al., 2008).

BLAST es una herramienta de busqueda heuristica que permite identificar secuencias
cortas de proteinas o ADN, que cuenten con regiones homélogas con otras secuencias
dentro de una base de datos publica, y de esta forma, presumir un origen o funcién en
comun. Usualmente se puede concluir que dos secuencias son homélogas sobre la base
de la alta similitud (~80%) que las mismas presentan. No obstante, la similitud de
secuencias es un resultado que proviene directamente de la observacion, mientras que la
homologia es una interpretacion de que una alta similitud entre dos secuencias se debe a
qgue las mismas poseen un origen comun (Gogarten y Towsend, 2005; Altschul et al.,
1990). BLAST también calcula un "valor esperado” que estima cuantas coincidencias se
habrian producido por casualidad, lo cual ayuda al usuario a juzgar cuanta confianza tener

en una alineacion.
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El algoritmo HMMER ayuda a identificar secuencias por comparaciéon de pequefias
regiones conservadas (dominios especificos) dentro de una misma familia de proteinas
(Amoutzias et al., 2008; Foerstner et al., 2008). Esté disefiado para detectar homologos
remotos con mayor sensibilidad, basandose en sus modelos de probabilidad subyacentes
(perfiles ocultos de Markov) (Eddy, 1995).

La topologia basica del HMMER consiste en tener tres estados (M, |, D) por cada columna
del alineamiento multiple, excepto para las columnas en la que més de la mitad de sus
elementos son huecos. Los tipos de estado que presentan las columnas son: i) de
emparejamiento (M), que modelan la distribucion de las letras en la correspondiente
columna del alineamiento global, ii) de insercion (1); que modelan la insercion de letras
aleatorias entre dos posiciones de un alineamiento, y iii) de eliminacion (D); que modelan

la eliminacion de simbolos en el alineamiento (Eddy, 1995).

El uso de HMMER para la busqueda de secuencias de genes PKS, seguida por la
construccién de arboles filogenéticos con las secuencias resultantes, permite la deteccion
de sus distintos dominios y asi estimar el potencial de diferentes ambientes para el

descubrimiento de nuevos genes o variantes de estos (Foerstner et al., 2008).

Mediante un analisis de los datos generados a partir de seis metagenomas, y todas las
secuencias desconocidas de la plataforma UniRef, Foerstner y colaboradores en 2008,
fueron capaces de recuperar 22,106 diferentes dominios de las PKS (AT, KS, ACP, KR,
DH, ER, TE), utilizando HMMER. El dominio mas representado con 4,355 secuencias fue
el de la cetosintasa (KS) (Foerstner et al., 2008). Debido a la gran cantidad de datos
metagenomicos que diariamente se hacen puablicos, es necesario generar métodos
rapidos y de bajo recursos informaticos, para identificacion eficiente de proteinas de

interés (Foerstner et al., 2008).
1.3 LA METAGENOMICA

Durante mucho tiempo, los conocimientos acerca de los microorganismos fueron casi
exclusivamente derivados de los estudios en cultivo, lo cual limitd significativamente
nuestro conocimiento, ya que soélo se ha logrado cultivar una fraccion muy pequefa de los

microorganismos presentes en el medio ambiente (Amann et al., 1995). Sin embargo, el
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desarrollo de técnicas independientes de cultivo, en particular, el andlisis del gen 16S
ribosomal y la hibridacién fluorescente in situ (FISH) (Amann et al., 1995; Gutel et al.,
1994; Lane et al., 1985), iniciaron una revolucién en la microbiologia (Piel, 2011). Los
estudios que emplearon estos métodos revelaron que mas del 90% de los ribotipos
bacterianos presentes en distintos habitats no se han cultivado (Piel, 2011).

En la gendmica tradicional, la secuenciacion de genomas microbianos requiere del cultivo
previo de cepas puras. Y a pesar del desarrollo de nuevas técnicas de cultivo que han
hecho posible obtener microorganismos que se creian incultivables (Rappé y Giovannoni,
2003; Janssen et al., 2002), aun no es posible cultivar a la gran mayoria de la diversidad

de microorganismos existentes (Gerlach, 2012).

La metagendmica o la gendmica ambiental, es un nuevo campo de investigacion de las
comunidades microbianas. Este método complementa e incluso en algunos casos
reemplaza a los métodos basados en cultivos individuales y evade algunas de sus
limitaciones (Simon y Daniel, 2009). El término metagenoma fue acufiado por
Handelsmann en 1998, en el contexto del suelo como habitat microbiano y se definié
como "los genomas colectivos de la microflora del suelo”, Actualmente, también puede
referirse a la representacion in silico de las secuencias de genomas de una comunidad
microbiana (Gerlach, 2012). En general, la metagendmica busca conocer todas las
secuencias de los genomas de los diferentes microorganismos que componen una
comunidad, mediante la extraccion, secuenciacion y andlisis de su ADN (Sebat et al.,
2003).

En el 2010 Wu y Moore, describieron como metagendmica al estudio de las
caracteristicas funcionales y composicién taxonémica de los microorganismos en una
comunidad a partir de su informacién genética; logrando a la vez una comprension de su

evolucion y su papel bajo ciertas condiciones ambientales.

En la mayoria de los casos no es posible especificar la fuente microbiana de un fragmento
de ADN aislado, porque el ADN raramente contiene genes de marcacion taxonémica,
tales como los que codifican al 16S rRNA (Piel, 2011). Uno de los retos derivados de la

complejidad y la alta variabilidad en la procedencia del ADN ambiental, es el esfuerzo
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considerable que se debe invertir en la identificacién de fragmentos de ADN de interés
que codifican vias biosintéticas funcionales (Piel, 2011).

Para permitir el estudio del ADNe, el primer paso después de su aislamiento es
generalmente su secuenciacion masiva o la construccién de una biblioteca de ADNe en
un huésped adecuado, por ejemplo Escherichia coli (E. coli) (Piel, 2011). La creacion de
bibliotecas metagendmicas puede realizarse ya sea para obtener informacién genética, o
bien para hacer escrutinios que permitan descubrir enzimas, metabolitos o proteinas
potencialmente novedosas con un alto grado de expresion (Piel, 2011). Hasta el
momento, se han investigado metagenomas de diversos ambientes, incluyendo
ecosistemas acuaticos, minas, suelos agricolas y forestales, entre otros (Craig et al.,
2009; Lee et al., 2004; Tyson et al., 2004; Rondon et al., 2000; Wang et al., 2000). Algo
relevante de estos estudios es que cada uno de ellos muestra diferentes aspectos de
analisis y estudio. En algunos casos, se han descubierto nuevos elementos genéticos con
posibles aplicaciones en la industria (Rondon et al., 2000; Wang et al., 2000); mientras
gue, en otros se ha aportado informacién sobre aspectos antes desconocidos de la

ecologia microbiana de ecosistemas muy particulares (Tyson et al., 2004).
1.4 BIBLIOTECAS METAGENOMICAS

La construccién de una biblioteca metagendmica se basa en la clonacién del ADNe en
vectores y en su introduccion en células bacterianas hospederas. Con ello se aprovecha
la propagacién natural del ADN a través de la division celular de las bacterias (Gerlach,
2012).

La construccion de la biblioteca metagenémica se puede dividir en tres pasos después de
la colecta de la muestra ambiental. El primer paso es la extraccion y fraccionamiento del
ADNe. El segundo paso comprende la ligacién de los fragmentos de ADNe en un vector
de clonacion. Y en el tercer paso, los vectores de clonacién que llevan los insertos son

introducidos en un hospedero adecuado (Figura 1.4; modificada de Igbal et al., 2012).
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Figura 1.4 Esquema general para la construccion de una biblioteca metagenémica. Paso 1)
obtencion del ADNe, Paso 2) Clonacion de los fragmentos en el vector, paso 3) introduccion en un
hospedero adecuado.

Después del fraccionamiento del ADNe, y su clonacién en un vector, el hospedero
receptor mayormente utilizado, es la bacteria E. coli (Brady et al., 2009), pero las
bibliotecas metagendémicas se pueden construir en otros hospederos. Esto dependera de
la factibilidad de la expresién de los genes que se estén buscando. Entre las bacterias
utilizadas como hospederas de ADNe ademés de E. coli estan: Streptomyces lividans
(Martinez et al., 2004; Courtois et al., 2003; Wang et al., 2000), Streptomyces albus
(Bauer et al., 2010; Feng et al., 2010; King et al., 2009), Agrobacterium tumefaciens (Craig
et al., 2010), Burkholderia graminis (Craig et al., 2010), Caulobacter vibrioides (Craig et
al., 2010), Pseudomonas putida (Craig et al., 2010; Martinez et al., 2004), y Ralstonia
metallidurans (Craig et al., 2010; Craig et al., 2009).

En cuanto a la eleccion del vector para la construccion de la biblioteca metagenémica, se
tiene que considerar que los esfuerzos de escrutinio aumentan con la disminucion del
tamafio de los fragmentos clonados, debido a que més clonas son necesarias para cubrir
el metagenoma (Piel, 2011). Por otra parte, la construccion de bibliotecas basadas en

fragmentos de gran tamafio, por ejemplo vectores de cromosoma bacteriano artificial
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(BAC por sus siglas en ingles), son a menudo un desafio, porque el ADN del tamafio
adecuado puede ser dificil de obtener (se rompe facilmente) y el nimero de clonas
generadas es insuficiente para muchos propdsitos (Piel, 2011). Asi, mientras en varios
casos las bibliotecas de BAC que permiten insertos de 100 a 300 kb, se han usado con
éxito para los estudios de productos naturales (Long et al., 2005; MacNei et al., 2001), la
mayoria de las bibliotecas se basan en vectores de césmidos (Collins et al.,, 1978) o
fésmidos (Kim et al., 1992), que permiten introducir fragmentos de tamafios entre 35 kb y
45 kb en E. coli por transfeccidén; un proceso altamente eficiente que da rendimientos de

hasta varios millones de clonas.

El uso de bibliotecas metagendémicas tiene muchas ventajas con respecto a las técnicas
moleculares convencionales, tales como PCR, citometria de flujo, etc. Por ejemplo, el
tamafio de las secuencias que se obtienen no es una limitante, ya que es posible
secuenciar los fragmentos de gran tamafio de la biblioteca metagendémica utilizando
diferentes métodos, entre ellos: i) secuenciacién por shotgun, ii) secuenciacion y
ensamble del ADN de las clonas individuales mediante unién de regiones solapantes y
comparacion de lo obtenido en diversas bases de datos (Anderson, 1981; Staden, 1979).
Otro método que se puede utilizar es el de “caminata” sobre el cromosoma conocido
como “chromosome walking”, el cual es un método de clonacién posicional que se utiliza
para encontrar, aislar y clonar un gen particular en una biblioteca de metagenomas
(Chinault y Carbon, 1979). Por lo tanto, las bibliotecas metagenémicas permiten, entre
otras aplicaciones, la secuenciacibn completa de genes de gran tamafio, ademas de
escrutinio de genes de interés con base en su expresion y su identificacion en las clonas

de interés con base en la presencia de sus funciones (Gerlach, 2012).
1.5 ESCRUTINIO DE BIBLIOTECAS METAGENOMICAS

Después de la construccion de una biblioteca metagendmica, un siguiente paso puede ser
la identificacion de clonas que alberguen genes de interés (Piel, 2011). Si un fragmento de
ADNe contiene uno o mas genes completos, es posible que estos se expresen
(transcriban y traduzcan), que sus productos se plieguen correctamente y funcionen dado
un fenotipo detectable. La metagenomica funcional aprovecha esta expresion heterdloga,
permitiendo encontrar genes novedosos de una comunidad microbiana, sin importar que

los nuevos genes no presenten similitud de secuencia con aquellos previamente
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reportados (Heath et al., 2009; Rees et al., 2003). La deteccion funcional de nuevos
productos genéticos no sélo profundiza la comprensién de la bioquimica y la biologia de
las comunidades microbianas dentro de su habitat, sino que puede mejorar o permitir
nuevas aplicaciones en diferentes procesos industriales, por ejemplo para
biocatalizadores (Kennedy et al., 2010; Lorenz y Eck 2005). Otro ejemplo de la aplicacion
de los productos de los nuevos genes y su expresion heteréloga en bibliotecas
metagenomicas, es la posibilidad de descubrir nuevos antibiéticos (Gillespie et al., 2002;
MacNeil et al., 2001), asi como de los genes que codifican su resistencia (Riesenfeld et
al., 2004).

1.5.1 Escrutinio funcional

Uno de los escrutinios mas sencillos consiste en la deteccién de clonas que exhiben
modificaciones fenotipicas (Piel, 2011). Tales escrutinios visuales puede basarse en la
coloracién (produccién de pigmentos), en la aparicion de zonas de inhibicion alrededor de
las clonas bacterianas (Chung et al.,, 2008; Rondon et al., 2000; Wang et al., 2000) o
zonas de hemolisis en placas de agar sangre (hidrélisis hemolitica) (Figura 1.5) (Gillespie
et al., 2002).

Figura 1.5 Escrutinio por funcién de una biblioteca metagenémica en buUsqueda de
compuestos antimicrobianos. En las clonas positivas se observa un halo de inhibicion
relacionado con la presencia de un compuestos inhibidor del crecimiento del patégeno (Craig et al.,
2010).
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1.5.2 Escrutinio por similitud de secuencias

Un método alternativo al escrutinio funcional, se basa en la deteccion de secuencias de
ADN similares a las ya conocidas. Una de las ventajas significativas sobre el escrutinio
funcional es que las rutas biosintéticas de productos naturales pueden identificarse
aungue sus genes no se expresen en el hospedero. Por ejemplo, si se ha realizado un
escrutinio funcional para la busqueda de grupos de genes que codifican policétidos
sintasa (PKS) y péptidos no ribosomales (NRPS), es poco probable que sean detectados
ya que, el tamafio de estos fragmentos por lo general excede lo permitido para fésmidos,
o incluso para BACs, (Piel, 2011; Cane y Walsh, 1999). Sin embargo, estos genes son
facilmente detectables en las bibliotecas metagenémicas, basandose en la similitud que
tienen con otras secuencias mediante una reaccién de PCR con cebadores degenerados.
Las regiones faltantes de ADN de estos grupos de PKS y NRPS pueden ser detectadas
posteriormente mediante la técnica de “caminata” sobre el metagenoma o por hibridacion
de las clonas que contienen inserto del ADNe. Una desventaja de este método es que
estos escrutinios suelen proporcionar sélo secuencias con similitud con aquellas que
estan reportadas o son conocidas y es dificil utilizarlos para el descubrimiento de genes

totalmente nuevos (Piel, 2011).
1.6 ACUIFERO DE LA PENINSULA DE YUCATAN

La Peninsula de Yucatan, es un macizo calcareo tropical. La naturaleza carstica del
terreno determina que no existan flujos de agua superficiales y que el agua de lluvia
penetre rapidamente al subsuelo. De modo que existe una gran variedad de cuerpos de
agua dulce (cenotes, aguadas, cavernas y manantiales) subterraneos. Los cenotes son
una de las caracteristicas mas distintivas de la topografia de la peninsula y han tenido
historica- y actualmente gran importancia sociocultural y econémica para los pobladores

de la zona (Herrera, 1999).

Los cenotes se concentran en la parte norte de Yucatan (Figura 1.6), principalmente a lo
largo de un semicirculo conocido como ‘el anillo de cenotes” (Perry et al., 2009;
Schmitter-Soto et al., 2002). Pero los rios subterraneos recorren toda la peninsula (Bauer-
Gottwein et al., 2010).
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Figura 1.6 Mapa de Yucatan mostrando la localizacion del anillo de cenotes y algunos rios
subterraneos. (Bauer-Gottwein et al., 2010).

Actualmente, los cenotes y los rios subterraneos son utilizados de diferentes formas, por
ejemplo: extraccion de agua para uso doméstico, agricola, ganadero, turistico y en
algunos casos, como lugares de deposito de desechos de diversa naturaleza (Herrera,
1999).

La mayor parte del agua es de origen metedrico que se infiltra y acumula en el subsuelo,
formando una lente de agua dulce delgada que flota sobre una masa de agua salina, mas
densa, cuyo origen es la intrusion marina natural (Stoessell, 1995).

El contacto entre ambas masas de agua, dulce y marina, forma una zona de mezcla o
haloclina que conforma un componente geol6gico importante del acuifero. La lente de
agua dulce ha constituido la unica fuente de agua en la peninsula de Yucatan, desde
tiempos prehistéricos, y se renueva mayormente por la lluvia estacional (Perry et al.,
2009; Pope et al., 2001).

Los microorganismos son los Unicos habitantes que contribuyen de manera importante en

la conformacion fisicoquimica de los sistemas acuaticos subterraneos (Velazquez-Oliman,
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1996). En rios subterrdneos con caracteristicas fisicas similares a la de Yucatéan, se han
encontrado grandes poblaciones de bacterias del ciclo del azufre (Schmitter—Soto et al.,
2002; Stoessell, 1995). En estas estructuras, el metabolismo quimiolitotrofico de las
bacterias juega un papel importante en su proceso de conformacion biolégica. Estudios
geoquimicos han detectado actividad fototropica de microorganismos filamentosos
aerobios y microanearobios denominados bacterias S-oxidantes (SOB), asi como también
bacterias de asimilacion y reduccion-S (SRB) (Schmitter—Soto et al., 2002). Sin embargo,
a la fecha se conoce muy poco de la diversidad microbiana, que habita estos ecosistemas
de caracteristicas particulares (De la Rosa-Garcia et al., 2007). Y existe un alto riesgo de
pérdida de especies, recursos y colapso de todo el ecosistema, por el mal manejo y

contaminacién de este tipo de ambiente (Herrera, 1999).
1.7 MICROBIOTA DEL ACUIFERO DE YUCATAN

En un primer acercamiento a la microbiota del acuifero de Yucatan, De la Rosa-Garcia y
colaboradores en 2007, obtuvieron 258 aislamientos bacterianos puros a partir de
muestras provenientes de dos cenotes, (240 a partir de agua y 18 a partir de muestras de
sedimentos); de los cuales, 222 fueron identificados como bacterias gram negativas (De
La Rosa-Garcia et al., 2007). La deteccién de la actividad antimicrobiana de los
aislamientos indicé que sélo 46 presentaron la capacidad de inhibir el crecimiento del
microorganismo contra las que fueron retadas. Estas cepas fueron identificadas y
examinadas para determinar la presencia de sideréforos, biosurfactantes y bacteriocinas.
De los aislamientos obtenidos, 29 fueron identificados a nivel de especie como
Aeromonas salmonicida, Bacillus cereus, Burkholderia cepacia, Burkholderia gladiolos,
Pseudomonas Iuteola, Pseudomonas aeruginosa, Serratia plymuthica, Shewanella
putrefaciens y Stenotrophomonas maltophilia. Entre estos, P. luteola (n = 16) fue la
especie mas comun, seguida por B. cepacia (n = 5). Tres cepas fueron identificadas a
nivel de género (Burkholderia, Photobacterium y Stenotrophomonas) y 13 aislamientos
que presentaron actividad permanecieron sin identificar. Estos correspondian a siete gram

negativos no fermentadores y seis bacterias gram positivas (De la Rosa-Garcia, 2007).

En general, la actividad antimicrobiana mostrada por los aislados de cenotes contra seis
cepas indicadoras, estaba dada sobre todo por la acciéon de bacteriocinas (BLS), seguidas

de sideroforos y por otros tipos aun no caracterizados. Estos resultados difieren de los
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reportados en otras bacterias de ambientes acuaticos donde el género Pseudomonas fue
la biota dominante y su modo de accién era mediante el uso de sideréforos (De la Rosa-
Garcia et al., 2007).

Este trabajo constituye la primera contribucion en el aislamiento de especies de bacterias
autoctonas de los cenotes de la peninsula de Yucatan. Los resultados indican que la
microbiota aislada de ambientes Unicos puede ser una alternativa interesante en la
investigacion de nuevos compuestos para aplicaciones biotecnoldgicas (De la Rosa-
Garcia et al., 2007).

1.8 JUSTIFICACION

Las comunidades bacterianas constituyen un importante reservorio de nuevos antibiéticos
y otros metabolitos con actividad biologica (Rojas-Herrera et al., 2011). Debido a que solo,
el 0.1% de las bacterias son cultivables (Rondon et al., 1999), se tiene la necesidad de
sustituir los cultivos por el aislamiento y analisis de sus genomas (Handelsman et al.,
1998).

Los policétidos son un grupo diverso de metabolitos secundarios bioactivos producidos
por bacterias, hongos y plantas, que tienen funcion de anticancerigenos (e.g epotilonas) y
antibiéticos (e.g rapamicina) (Staunton y Weissman 2001), entre otras. Los policétidos son
sintetizados por complejos multienzimaticos llamados policétido sintasas (PKS) (Webster
y Taylor 2012). Las PKS Tipo | estdn organizadas en modulos, un médulo minimo esta
formado por los siguientes dominios: cetosintasa (KS), proteina acarreadora de acilos
(ACP) y la acil-transferasa (AT) (Webster y Taylor 2012). Los andlisis filogenéticos de los
dominios KS de las PKS Tipo | han servido para determinar el potencial de diferentes
ambientes para el descubrimiento de nuevos genes PKS con usos biotecnoldgicos (Reddy
et al., 2012; Foerstner et al., 2008).

La investigacion en organismos terrestres es amplia y en los ultimos afios, los hallazgos
han disminuido y/o las moléculas encontradas tienen funciones similares a las ya
existentes. Esta es una de las razones por las que, actualmente la busqueda de productos
naturales se ha dirigido a organismos marinos, incluyendo animales, plantas y

microorganismos (Mayer et al, 2010; Gulder y Moore, 2009). Como ejemplo podemos
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mencionar la bacteria marina Pseudomonas bromoutilis, que produce Ila
pentabromopseudilina, un pigmento de color violeta con actividad antimicrobiana (Moore,
1999). Otro ejemplo es la cianobacteria Anabaena cilindrica, de cuyos cultivos se ha
aislado la dehidroradiosumina, un inhibidor de la tripsina (Kodani et al., 1998). Cada vez
es mas comun encontrar nuevos reportes de aislamientos de microorganismos del

material acuatico sumergido (Mayer et al, 2010).

La Peninsula de Yucatan cuenta con un ecosistema acuatico que contiene una diversidad
microbiolégica muy particular. Debido a que son sitios restringidos de manera natural,
podriamos describirlos como islas de vida acuética, pues debido a su aislamiento,
probablemente no se realiza el flujo genético que ocurre en otros sistemas y por
consiguiente, en estas cuevas inundadas habitan especies que pueden considerarse en
proceso evolutivo, independiente de otras, de esta manera representando especies Unicas
en el planeta, (especies endémicas). Para el caso, podemos citar como ejemplo al pez
emblematico de los cenotes llamado “pez ciego” o “dama blanca” (Ogibia pearsei)
(Grosjean-Abimerhi 2012).

El acceso y conocimiento a los recursos genéticos de estos sitios, ademas de tener un
enorme atractivo cientifico, tiene el potencial de traducirse en productos biotecnoldgicos
gue generen procesos mas eficientes y ambientalmente amigables. Por lo tanto, conocer
la diversidad y disponibilidad de posibles genes PKS en el medio ambiente es de suma
importancia para tener un panorama del potencial biotecnol6gico del acuifero de Yucatan
para la bioprospecciéon de productos naturales novedosos acordes con las necesidades

actuales.

Este es el primer estudio para investigar la diversidad de genes de PKS en aguas del

acuifero de Yucatan y poner en relieve su potencial biotecnolégico.
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1.90BJETIVOS

1.9.1 Objetivo general

Analizar el metagenoma de un punto del acuifero de Yucatan, para identificar la
diversidad de genes de cetosintasa del complejo multienzimatico policétido sintasas (PKS
Tipo I).

1.9.2 Obijetivos especificos

1. Aislar clonas de una biblioteca metagendmica del acuifero de Yucatan con
actividad antimicrobiana relacionadas con genes de PKS Tipo |.

2. Buscar genes homoélogos a la KS de las PKS en una biblioteca metagenémica del
acuifero de Yucatan mediante la utilizacion de hibridacion ADN-ADN.

3. Detectar in silico genes con el dominio cetosintasas (KS) de las PKS Tipo | en
secuencias metagendmicas generadas a partir de muestras del agua del acuifero
de Yucatan.

4. Analizar la diversidad de genes con el dominio de las cetosintasas detectados en
un cenote y compararla con la diversidad en otros ambientes oligotroficos.
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1.10 ESQUEMA EXPERIMENTAL
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CAPITULO Il

ESCRUTINIO FUNCIONAL DE UNA BIBLIOTECA METAGENOMICA DEL
ACUIFERO DE YUCATAN PARA LA BUSQUEDA DE CLONAS CON
ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

2.1 INTRODUCCION

Los microorganismos son una fuente abundante de compuestos naturales, como
antibiéticos, toxinas, y antitumorales, por mencionar algunos. Una de las formas de
sintesis de estos metabolitos secundarios, es el empleo de complejos multienzimaticos

como las policétido sintasas (Medema et al., 2014; Staunton and Weissman, 2001)

El descubrimiento de nuevos antibiéticos es crucial para los humanos, debido a que los
microorganismos patdgenos cada dia presentan mayor resistencia a los compuestos
comunmente utilizados para combatirlos. Los compuestos bioactivos como antibioticos y
toxinas se descubrian tradicionalmente al analizar extractos de microorganismos
cultivados (Butler et al.,, 2016), pero este método de busqueda actualmente ha
demostrado ser improductivo, ya que en los Ultimos afios, la tasa de descubrimientos

utilizando estos métodos ha disminuido (Butler et al., 2016; Craig et al., 2010).

La complejidad de las comunidades microbianas y su recalcitrancia al cultivo estandar, ha
requerido el desarrollo de nuevas herramientas moleculares, microbiolégicas y
gendmicas. La metagenOmica es una de estas técnicas independientes de cultivo (Moore
et al., 2011).

El término metagendémica se deriva de un concepto estadistico de Meta-andlisis (proceso
estadistico que combina andlisis separados) y gendémica (el andlisis comprensivo del
material genético de un organismo) (Patrick y Handelsman, 2003), Este término fue
definido por primera vez en 1998 por Handelsman, como el genoma colectivo de los
microorganismos de un ambiente especifico (Handelsman et al., 1998). La metagenémica
es una aplicacion a gran escala para el estudio de las secuencias de ADN extraidas de
muestras ambientales (Warnecke y Hugenholts, 2007) y microhabitats como: i) el tracto
digestivo del hombre (Xing et al., 2013) y ii) el del pulmén humano (Losada et al., 2010),

entre otros.
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Durante la ultima década, diversos estudios de metagendmica han permitido avanzar en
el conocimiento de los microorganismos, su relacién con sistemas biol6gicos complejos y
particularmente su aplicacion, en el campo de la biotecnologia (De Long et al., 2006;
Tyson et al., 2004). Es una herramienta muy prometedora para el descubrimiento de
metabolitos secundarios con aplicaciones biotecnoldgicas, ya que las comunidades
microbianas ambientales suelen estar compuestas por una amplia mayoria de miembros
no cultivables (Riesenfeld et al., 2004). Sin embargo, la asignacion precisa de las
funciones de los genes, es un reto importante para la reconstruccion de las vias
metabdlicas. La falta de datos de expresion funcional de los genes que se obtienen es un
reto importante para la reconstruccion de las vias metabdlicas y por lo tanto, varios
modelos genéticos siguen siendo una hipétesis. En sistemas modelo, el andlisis genético
proporciona un paradigma exitoso para el descubrimiento de nuevos genes sobre las
bases fenotipicas de los organismos, siendo capases de observar cambios fenotipicos al
eliminar o afiadir un gen de interés (Shuman y Silhauy, 2003). Las bibliotecas
metagendmicas son un recurso de material genético que proporciona informacion para la
identificacion y expresion heterdloga de genes que codifican rasgos fenotipicos deseados
(Uchiyama y Miyazaki, 2009).

Por ejemplo, el escrutinio funcional de una biblioteca metagenémica de fésmidos, derivo
en la recuperaciéon de una posible 3-1,4-endoglucanasa que pertenece a la familia GH6
(Pope et al., 2010). Del mismo modo, el analisis mediante metagendmica funcional de la
microbiota del tracto digestivo de la termita, dio como resultado la identificacion de mas de
200 médulos de genes que estan relacionados con la familia CAZy (por sus siglas en
inglés: Carbohydrate-active EnZymes) (Cantarel et al., 2009), y se recuperaron 33 glicosil
hidrolasas con actividad funcional (Warnecke et al., 2007). Otro ejemplo de actividades
que han sido detectadas por este tipo de escrutinios son las antimicrobianas, producidas
por varios metabolitos, tanto de tipo antibidticos como toxicos, con importancia
farmacéutica y que estan sintetizados por complejos multienzimaticos como los de las
policétido sintasas (Staunton y Weissman, 2001). Para este tipo de escrutinio funcional,
se siembra un organismo indicador (e.g. B. subtilis), sobre colonias crecidas de la
metagenoteca y se comprueba si hay clones positivos mediante visualizacion de zonas de
inhibicion del crecimiento del organismo indicador sobre y alrededor de la colonia de
alguno de los clones (Craig et al., 2010). La metagendmica funcional representa un

complemento eficaz de los estudios in silico y moleculares del metabolismo procariota.
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Una de las claves para disefiar escrutinios funcionales exitosos, radica en conocer las
condiciones ambientales en el que se desarrollan los microorganimos y el tipo de
molécula que se desea encontrar. Esto proporciona conocimientos sobre el tipo de
sustratos para una deteccién adecuada. Por ejemplo, una biblioteca metagendmica
construida a partir de ADN ambiental derivado de rumen bovino, se proyecté para la
busqueda de clonas con especial actividad hidrolitica (Ferrer et al., 2007). Debido a la
dieta natural de los rumiantes, en la digestion se requiere de enzimas hidroliticas
proporcionadas por la microbiota del rumen. El escrutinio funcional se bas6é en la
busqueda de hidrolasas y el estudio logré la identificacibn nuevas éster hidrolasas y
glucésido hidrolasas, asi como una nueva cyclodextrinasa (Ferrer et al.,, 2007). De esta
manera, es posible resaltar que la probabilidad de éxito aumenta cuando se construyen
bibliotecas a partir de muestras ambientales que contienen el sustrato sobre el que se

desea que el metabolito actué (Brennerova et al., 2009; Suenaga et al., 2007).

Otro punto que merece atencién para la seleccion de un buen método de escrutinio
funcional de una biblioteca metagendmica, es la seleccion del vector de expresién y el tipo

de hospedero para la expresion heteréloga (Taupp et al., 2011).

Entre las limitaciones de los escrutinios funcionales en bibliotecas metagenémicas se
encuentran: i) la necesidad de que exista un método de rastreo adecuado y
suficientemente sensible, ii) el hecho de que, frecuentemente los procedimientos de
construccién de las bibliotecas metagenémicas son bastante laboriosos vy, iii) que el
producto génico puede no ser funcional en la bacteria hospedadora. Este Gltimo punto, es
la restriccibn mas importante en el caso de los metabolitos secundarios, ya que la
probabilidad de expresion de los genes codificantes de las enzimas participantes en su
sintesis en la estirpe heter6loga es muy baja. De hecho, se ha comprobado que la
mayoria de estos genes normalmente no se expresan en las bacterias hospedadoras

seleccionadas (Ekkers et al., 2012; Uchiyama y Miyazaki, 2009).

La consideracién del andlisis metagendmico no sélo aumenta la eficacia de la
investigacion, sino que abre la puerta al descubrimiento de nuevos biocatalizadores con
propiedades estructurales o cinética Unicas, que no han sido descritos por técnicas
tradicionales de biologia molecular, como lo es la busqueda de secuencias por PCR
(Taupp et al., 2011).

31



CAPITULO Il

En este capitulo de la tesis, se presenta la investigacion relacionada con la busqueda y
aislamiento de clonas que presentaron la capacidad de inhibir el crecimiento de bacterias
patdogenas (actividad antimicrobiana). Y se pretendid relacionar la actividad
antimicrobiana, con la presencia de genes de policétidos sintasas.
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2.2 MATERIALES Y METODOS
2.2.1 Material biolégico
2211 Cepa hospedera

Entre el material bioldgico utilizado en esta investigacion se encuentra la cepa Escherichia
coli EPI300 (Epicentre-llumina), que contiene un gen mutante trfA, cuyo producto es
necesario para el inicio de la replicacion del fosmido en oriV, para generar multiples
copias. Las células han sido disefiadas de manera que el gen trfA esté bajo el control de
un promotor inducible por arabinosa. Esta cepa se utiliz6 como hospedera para hacer la

biblioteca metagendmica de fésmidos.
2.2.1.2 Cepas patdégenas

La seleccion de las cepas patdgenas para el escrutinio funcional de la biblioteca
metagendmica se bas6 en el cumplimiento de al menos tres de los siguientes cuatro
puntos: 1) Disponibilidad, 2) patogenicidad hacia el hombre, 3) con reporte de adquirir
resistencia contra los farmacos ya existentes, 4) con reportes previos de su uso para
pruebas de sensibilidad contra antibidticos o para el escrutinio de bibliotecas genémicas o

metagendmicas.

Staphylococcus aureus (ATCC6538). Bacteria anaerobia facultativa, Gram-positiva,
productora de coagulasa, catalasa positiva, inmoévil y sin esporulacién. Se encuentra
ampliamente distribuida por todo el mundo (Brooks et al., 2011). En la actualidad, este
microorganismo se considera como el principal causante de las infecciones nosocomiales
(Brooks et al., 2011).

Enterococcus faecalis (ATCC29212). Bacteria Gram-positiva comensal, que habita el
tracto gastrointestinal de humanos y otros mamiferos (Ryan y Ray, 2004). Como otras del
género Enterococcus, E. faecalis puede causar infecciones comprometidas en humanos,

especialmente en ambiente de hospital (Schleifer y Kilpper, 1984).

Pseudomonas aeruginosa (ATCC27853). Bacteria Gram-negativa, aerdbica, con
motilidad unipolar (Ryan y Ray 2004). Es un patdgeno oportunista en humanos y también

en plantas (Iglewski 1996). P. aeruginosa representa un problema importante de salud en

33



CAPITULO Il

centros hospitalarios, especialmente cuando se trata de pacientes con cancer (Bergen y
Shelhamer, 1996) o quemados (Madigan et al., 1997).

Bacillus subtilis (ATCC465) Bacteria Gram-positiva, catalasa positiva, aerobia,
comunmente encontrada en el suelo. B. subtilis tiene la habilidad para formar una
resistente endospora protectora, permitiendo al organismo tolerar condiciones

ambientalmente extremas (Madigan et al, 1997).
2.2.2 Vector de clonacion

El vector utilizado para la clonacion de los fragmentos metagendmicos provenientes del
acuifero de Yucatan fue el “CopyControl®™HTP Fosmid Library Production Kit with
pCC2FOS®™Vector” (Epicentre-lllumina). El vector contiene un origen de copia Unica
(ori2) y un origen de alto nimero de copias (oriV) (figura 2.1). El inicio de la replicacion en
el oriV, requiere del producto del gen trfA que es suministrado por la bacteria huésped (E.
coli EPI300 ™) (Wild et al., 2002).

Los sistemas de Copy Control permiten mantener los fosmidos en el huésped bacteriano
con una sola copia. Lo que ayuda a la estabilidad de la biblioteca y permite la clonacién
de genes cuyos productos sean relativamente toxicos. Cada vez que se requiera un alto
rendimiento de ADN de fésmidos, el vector puede ser inducido a un alto nimero de copias
mediante arabinosa, dando como resultado un aumento de 10 a 200 copias del vector por
célula (Wild et al., 2002).

Eco72 1382
/

Hpa | 7671 4TT FF'/RP
Pil 7524\ > =4

Sca 1847
Apa 17014 -
Bsa | 6852

parB  CopyControl™ o BstZ17 1 1886

pCC2FOS™
8181 bp

T Sac 112525
SnaB | 5673

BstX 15127

EcoN | 3511
Afe | 4608

Figura 2.1 Mapa del vector pCC2FOS. Esquema representativo de los sitios de restriccion
enzimatica y puntos de origen de replicacion del fdésmido pCC2FOS.
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2.2.3 Extraccion de adn metagendmico

Se extrajieron 60 L de agua del acuifero de Yucatén, y se fitraron por una membrana con
poros de diametro 5 um de la casa comercial Millipore. De esta forma se separ6 la materia
relativamente gruesa (pequefios trozos de vegetacion y tierra) que es perjudicial para la
posterior extraccion del ADNe. Posteriormente, el agua pre-filtrada se pasé por una
membrana con poros de 0.22 pym de didmetro, para atrapar la masa procariota (Martin-
Cuadrado et al., 2007). A partir del material colectado en esta membrana, se realizé la
extraccion del ADNe por el método descrito en el KIT “Metagenomic DNA Isolation KIT
For Water” (Epicentre-lllumina, Cat. No. MGD8420). En breve: Con unas tijeras estériles,
se corté la membrana del filtro en cuatro pedazos y se coloc6 a lo largo, cerca del fondo,
de un tubo Falcén de 50 ml. Se le adicionaron 1 ml de amortiguador de lavado mas 2 pL
de Tween 20 para lavar y desprender los microorganismos atrapados en la membrana.
Posteriormente se mezcld por vortex por dos minutos con interrupciones intermitentes. La
suspension celular fue transferida a un tubo Falcén limpio y centrifugada 14,000 rpm,
durante dos minutos. El sobrenadante fue eliminado y la pastilla fue resuspendida en 300
UL de amortiguador TE. Se le adicionaron 2 pyL de Lisoenzima (Ready-Lyse) y 1 uL de
RNasa A. Se mezcl6 por vortex y fue incubada a 37°C durante 30 minutos. A la
suspension celular, se le adicionaron 300 pyL de solucién Meta-Lisis (2X) y 1 yL de
proteinasa K, posteriormente la suspension se mezclé por vortex. La suspension celular
se centrifugd brevemente e incubd a 65°C durante 15 minutos. Posteriormente se dejo
enfriar a temperatura ambiente y se incubd en hielo durante cinco minutos. Transcurrido el
periodo de incubacion, se le adicionaron 350 pL de reactivo de precipitacién de proteinas
(MPC) y se mezclé por vortex vigorosamente durante 15 segundos. Se eliminaron los
residuos por centrifugacién durante 10 minutos a 14,000 rpm y a 4°C. Se transfirio el
sobrenadante a un tubo limpio y se le afiadieron 570 pL de isopropanol (frio). Se mezclo
por inversion del tubo y posteriormente se centrifugé a 14,000 rpm y a 4°C durante 15
minutos. Se retird todo el sobrenadante con cuidado de no mover la pastilla y se le
adicionaron 500 pyL de etanol al 70%. Se centrifugd a 14,000 rpm y a 4°C durante 10
minutos y se elimind por completo el sobrenadante sin perturbar la pastilla. Se dejé secar
a temperatura ambiente durante 10 minutos. La pastilla se resuspendié6 en 50 pL de

amortiguador TE.
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2.2.4 Construccion de la biblioteca metagendémica

La biblioteca metagendmica fue construida por Apolinar-Hernan y colaboradores en 2016.
Para ligar los fragmentos de ADN metagendmicos, se utilizé el vector pCC2FOS, y como
bacteria hospedera E. coli EPI300 ™. A continuacion se describe brevemente:

i) EL ADN metagenomico (ADNe) obtenido fue reparado en los extremos de los
fragmentos utilizando “End-Repair Enzyme Mix” proporcionados en el KIT “CopyControl
HTP fosmid library Kit with pCC2FOS Vector” de Epicentre, como a continuacion se
describe: 40 uL de ADN metagendmico a una concentracion de 0.5 pg/uL, 8 pL de
amortiguador “End-Repair”, 8 pL de dNTP mix 2.5 mM, 8 pL de ATP 10 mM y 4 pL de
enzima “End Repair”, para obtener un volumen final de 80 pL. La mezcla fue incubada

durante 45 minutos, a temperatura ambiente.

i) EI ADNe reparado fue ligado en el vector pCC2FQOS utilizando el KIT “CopyControl
HTP fosmid library Kit with pCC2FOS Vector” de Epicentre, como a continuacion se
describe: 2 uL ADN metagendmico reparado, 1 uL de amortiguador Fast-Link Ligation, 1
ML ATP 10 mM, 1 uL de vector “CopyControl pCC2FOS” con una concentracion de 0.5 pg/
puL y 1 yL de Fast-Link Ligase, para un volumen final de 10 yL. La mezcla fue incubada
durante 12 horas a 16°C.

iii) EI ADNe reparado y ligado fue empaquetado en el fagos A para la transfeccion del
hospedero E. coli EPI300. Se verificé la calidad de la biblioteca de fésmidos, por medio
de una comprobacion de la insercién de diferentes fragmentos por restriccion enzimatica

del vector.
2.2.5 Escrutinio funcional de la biblioteca metagenémica.

El escrutinio funcional para la seleccién de clonas con actividad inhibitoria fue dividido en
tres métodos (figura 2.2). En el primer método (crecimiento de alta densidad poblacional
de las clonas de la biblioteca metagendmica); tres resguardos en glicerol de la biblioteca
metagenomica, que contenia aproximadamente ~400 clonas cada uno, fueron distribuidos
sobre una placa con medio LB (anexos 2.1), y fue incubada a 37°C durante 24 horas. La
alta densidad poblacional alcanzada en la caja, permite identificar las clonas capaces de
inhibir el crecimiento de sus homoélogos a su rededor. En total se plaquearon seis

resguardos en glicerol de la biblioteca metagendmica (~2400 clonas).
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Las clonas que fueron consideradas como positivas pasaron directamente a la
comprobacién de la actividad en el crecimiento antagénico en sensidiscos y de esta forma
medir el halo de inhibicién de cada clona.

En el segundo método, las clonas que no mostraron actividad (halo de inhibicion) en el
primer método, fueron picadas, junto con 20,000 clonas provenientes de los resguardos
en placa de la biblioteca metagendémica de Yucatan. Las clonas fueron colocadas en lotes
de a 32 por cajas de medio LB al 10% (anexo 2.2) y fueron incubadas durante 24 horas a
37°C. Posteriormente las 22,400 clonas fueron sometidas a un escrutinio por doble capa,
contra cuatro cepas patdégenas a una concentracion de 6.0x10° U.F.C/mL (vea punto
2.2.4.1).

En el método tres las clonas que presentaron actividad de inhibicibn fueron
seleccionadas, aisladas y sometidas a un escrutinio por crecimiento antagonico en
sensidiscos para tener control de la densidad poblacional de la clona y medir el tamafio de
los halos de inhibicién (vea punto 2.2.4.2). Las clonas positivas, fueron mandadas a

secuenciar.

Biblioteca
metagenomica
(Resguardo-glicerol)

Lote de 100 clonas —
24 hrs/37°C Crecimiento Comprobacién y

antagonico tamaiio del halo

Extraccion de
Fésmidos

Biblioteca N

metagenémica Secuenciacion

(Resguardo-Placas) o
del inserto

Figura 2.2 Esquema general del método de escrutinio funcional. La biblioteca fue crecida en
medio sdlido LB durante 24 horas a 37°C y posteriormente las clonas fueron traspasadas a cajas
con medio solido LB al 10% para hacer el ensayo de crecimiento antagénico contra cepas
patbégenas.
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2.25.1 Método de doble capa

Se utiliz6 el método de Brady (2007), el cual se basa en ensayos de doble cultivo, que
permiten a los organismos patdgenos crecer sobre las clonas de la biblioteca
metagenomica dispuestas en placas de Petri. Las clonas que presentaron halo de
inhibicion, fueron seleccionadas para analisis posteriores (figura 2.3) (Elsa et al., 2008,
Ginolhac et al.,, 2004). En breve: las clonas de la biblioteca metagenémica fueron
inoculadas con palillos (picadas) sobre placas con medio LB e incubadas a 37°C durante
24 horas y posteriormente se dejaron por 4 dias a 25°C. Posteriormente se seco la caja
con las clonas por 30 minutos a temperatura ambiente en la campana de flujo laminar.
Una vez secas las clonas (menos lechosas), se procedié a verter el LB-top-agar-patégeno
a una concentracion de 6.0x10° U.F.C/mL (anexos 2.3) en una capa delgada sobre las
clonas y permitiendo que se cubrieran totalmente. Posteriormente las cajas se incubaron
durante 36 horas a 25°C. Las clonas que presentaron halos de inhibicion contra el

patdgeno fueron aisladas para un siguiente escrutinio.

Incubate for Pour
3-7 days overlay
B — -

Plate library Piok colorod clonas Pour top agar with assay

strain onto plates

Incubate
overnight

Pick antibacterial
active clones

Figura 2.3 Esquema del proceso de escrutinio para el método de doble capa (Brady 2007).
Las clonas de la biblioteca crecidas durante 5 dias son cubiertas con LB-top-agar-patégeno.
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2252 Método de crecimiento antagonico en sensidiscos

En el ensayo de antagonismo de bacterias se utilizd6 el método descrito por Messi y

colaboradores en 2003 (figura 2.4). La técnica permite la deteccibn de metabolitos

secundarios producidos directamente por la bacteria, mediante la formacién de halos de

inhibicion contra las bacterias blanco de manera directa. Esta técnica consta de tres

pasos:

a)

b)

Agar-Bacteria Blanco: Una suspensién de la bacteria patégena fue crecida hasta
alcanzar una densidad Optica (D.Ogy) de 0.2 nm. De la suspension bacteriana se
tomaron 100 pl, que se diluyeron en 100 mL de medio TSA-agar al 10% (4 g/Litro)
estéril fundido, a una temperatura de 50°C, para dejar al patégeno a concentracion
final de 6.0x10% U.F.C/mL. La mezcla final fue vertida sobre las cajas de Petri y se

permitié gelificar a temperatura ambiente.

Inoculacién: Las clonas de la biblioteca metagendmica fueron crecidas en medio
liquido LB-arabinosa durante 24 horas a 372C hasta alcanzar una densidad Optica
(D.O gp0) de 0.6 nm para alcanzar la fase estacionaria del crecimiento e inocularlas en
el medio agar-bacteria, colocando 5 pyL de un cultivo en cada disco de papel filtro
estéril, los cuales a su vez fueron colocados sobre puntos previamente marcados en
la caja de Petri. Posteriormente las cajas con los sensidiscos fueron incubadas

durante 24 horas a 25°C. Todos los ensayos se realizaron por triplicado.

Lectura e interpretacion de los resultados: La formacién de halos de inhibicién, sin
importar el tamafio, fue considerada como evidencia de clonas positivas (con
actividad antimicrobiana); la ausencia de halos de inhibicion, como clonas negativas

(sin actividad).
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Cepas de la
biblioteca
metagenémica en
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Figura 2.4 Esquema del escrutinio por el método antagénico sensidiscos. Paso A) inoculacion
del patdgeno en el medio LB-top-agar-bacteria. Paso B) inoculacion de la biblioteca en los discos
que se encuentran sobre el medio con el patdgeno. Paso C) observacién y seleccién de clonas con
halos de inhibicién.

2.2.6 Secuenciacion de clonas (positivas) con actividad antimicrobiana

Las clonas que se identificaron como positivas por la actividad antimicrobiana fueron
secuenciadas por el sistema lon semiconductor (lon Torrent), y las secuencias obtenidas,
fueron analizadas mediante la plataforma Geneious que cuenta con las herramientas
Glimmer y ORF finder para determinar posibles marcos de lectura abierta que se

encuentren presentes.
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2.3 RESULTADOS

2.3.1 ESCRUTINIO DE LA BIBLIOTECA METAGENOMICA POR EXPRESION
FUNCIONAL.

2.3.1.1 Caracterizacion de la cepa de E. coli EPI300 y de las cepas testigo

positivo

Primeramente, se determiné que la clona hospedera (EPI300) de la biblioteca
metagenomica no presentara actividad antaglnica contra las cepas patdgenas
seleccionadas. También se verificd la eficiencia de los métodos de escrutinio con un
grupo de cepas como testigo positivo: P. luteola (1T17) [P.L], actinomiceto X (1T11) [A.D]
y P. aeruginosa (2T16) ([P.A], (De La Rosa et al., 2007), las cuales previamente habian

presentado actividad inhibitoria contra distintos patégenos seleccionados en este trabajo.

La cepa hospedera EPI300 y las cepas testigo fueron retadas contra cuatro cepas
patdgenas (S. aureus, E. faecalis, P. aeruginosa, B. subtilis), que fueron incluidas en el
medio de cultivo (TSA-agar-patégeno) por separado. Las cepas EPI300, P.L, ADy P.A,
se crecieron en medio liquido (LB) durante 24 horas a 37°C (EPI300) y 25°C (P.L, ADYy
P.A). De cada uno de los cultivos, se colocaron 5 yL en un disco de papel filtro que se
encontraba sobre el medio TSA-agar-patégeno. Posteriormente, estos discos fueron
incubados durante 24 horas a 25°C y se procedi6 a la busqueda de halos de inhibicion.

Como se observa en la figura 2.5, la cepa EPI300 no presenté actividad contra S. aureus,
E. faecalis, P. aeruginosa ni B. subtilis. Los ensayos fueron realizados por triplicado. Las
cepas P. luteola (1T17) [P.L] y P. aeruginosa (2T16) ([P.A], son productoras de
compuestos con caracteristicas antimicrobianas (De La Rosa et al., 2007) y, se puede
observar, que fueron capaces de inhibir el crecimiento de los patégenos B. subtilis y S.

aureus.
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Enterococcus faecalis

Staphylococcus aureus

Bacillus subtilis

Figura 2.5 Andlisis de la actividad antagdnica de la cepa EPI300 y de las cepas testigo contra
cepas patogenas. B. subtilis, E. faecalis, P. aeruginosa y S. aureus, retadas contra las cepas
testigo; 1) EPI300, 2) P. luteola (1T17), 3) actinomiceto X (1T11), 4) P. aeruginosa (2T16) y T) 1 ug
de estreptomicina.

Estos resultados confirman la inocuidad genética de la cepa EPI300 contra las cepas
patdégenas utilizadas para el reto. También se comprobd que el método de escrutinio
funcional es efectivo ya que, dos de las cepas que sirvieron como testigo positivo
presentaron halo de inhibicion contra alguno de los patdgenos (B. subtilis).

2.3.1.2 Escrutinio EPI300; crecimiento antagonico entre cepas de la biblioteca

El primer paso del método funcional consistié en un escrutinio directo sobre las clonas de
la biblioteca retadas contra ellas mismas, bajo el siguiente razonamiento: cada clona
contiene un fragmento diferente del ADNe, si la clona que contiene un inserto con los
genes necesarios para producir una molécula con actividad antimicrobiana es capaz de
expresarla y cuenta con los genes para la resistencia, eliminara a las clonas a su

alrededor, excepto a aquellas que contengan genes relacionados con resistencia.
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Como se observa en la figura 2.6, hay un crecimiento homogéneo de las aproximadas
1200 clonas por caja (numero de clonas incontables). Se observaron algunas clonas con
pequefios halos de inhibicién alrededor de algunas de ellas.

Caja 2

Figura 2.6 Crecimiento antagénico de las cepas de la biblioteca. Caja 1 y 2 con 1200 clonas de
la biblioteca que fueron plagueadas en medio LB e incubadas durante 24 horas. Las clonas son
incontables, sin embargo, se observan halos de inhibicién (flechas) y esas clonas fueron
seleccionadas para secuenciacion.

En total se recuperaron 20 clonas con el fenotipo descrito (halo de inhibicién), a partir de
10 cajas. Sin embargo, este fenotipo se perdié a través de las primeras tres resiembras y
se verifico la pérdida de la capacidad de inhibicion en el método de doble capa (seccion
2.3.1.3).

2.3.1.3 Método de doble capa

Como se mencion6 anteriormente, se aplicO una capa delgada de top-agar-patdogeno a
una temperatura de 50°C, sobre una caja de Petri con 32 clonas de la biblioteca y se
incubo durante 36 horas, a 37°C. Posteriormente se llevo a cabo una busqueda de halos
de inhibicién alrededor de las clonas de la biblioteca metagenémica. Todas las clonas que

presentaron esta caracteristica se consideraron positivas.

Como se pude observar en la figura 2.7, las clonas de la biblioteca no se dispersaron al
momento de verter el TSA-agar-patégeno, facilitando la observacion en blsqueda de los
halos de inhibicidn. Por este método se evaluaron aproximadamente 22,300 clonas contra
cuatro patégenos (S. aureus, E. faecalis, P. aeruginosa, B. subtilis) para un total de
100,000 pruebas de antagonismo.

43



CAPITULO Il

TSA 10% S. Aureus 24 hrs/ 25 °C Biblioteca 36 hrs/37 °C

Escrutinio doble capa
24 hrs/ 25 °C

Figura 2.7 Imégenes del escrutinio de la biblioteca metagendmica del acuifero de Yucatan
contra la bacteria patégena S. aureus por el método de la doble capa. Ejemplo del escrutinio
en doble capa de la biblioteca metagendmica del acuifero de Yucatan contra el patégeno S.
aureus. Clonas de biblioteca cubiertas por una capa fina de medio LB- top-agar-patégeno, (S.
aureus).

De las 100,000 clonas evaluadas por el método de doble capa, se seleccionaron 150
clonas que presentaron halos de inhibicion. Se comprobé la actividad de las 150 clonas
gue presentaron el fenotipo buscado, se comprob6 su actividad utilizando el método de

crecimiento antagénico en sensidiscos.
2.3.1.4  Verificacion de clonas con presunta actividad antimicrobiana

Las clonas positivas fueron aisladas del escrutinio inicial y crecidas en medio LB liquido,
mas 0.001% de arabinosa e incubada por un periodo de 36 horas a 37°C, hasta alcanzar
una densidad (O.Dggy) de 0.6 nm (fase estacionaria). De este cultivo se tomaron 5 L para
inocular sobre un disco de papel filtro, que fue colocado previamente sobre el medio top-
agar-patégeno y posteriormente fue incubado por 24 horas a 25°C, para comprobar la
formacion de halos de inhibicion. La figura 2.8, es un ejemplo de los resultados, donde se
observo que ninguna de las 150 clonas que presentaron actividad antagénica en los
primeros escrutinios (crecimiento antagénico y doble capa), repitieron la actividad contra
alguna de las cepas patdgenas contra la que fueron retadas (S. aureus, E. faecalis, P.

aeruginosa y B. subtilis) figura 2.8. En un analisis posterior (no mostrado) las 20 clonas
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seleccionadas a partir del analisis de alta densidad poblacional, fueron de nuevo retadas
contra la cepa hospedera EPI300, para observar si presentaban el fenotipo de inhibicion

nuevamente, y los resultados fueron negativos.

Staphylococcus aureus Enterococcus faecalis

Pseudomonas aeruginosa Bacillus subtilis

Figura 2.8 Escrutinio por el método antagénico de 10 clonas con presunta actividad
inhibitoria. Las cepas putativas fueron retadas contra S. aureus (S.A), E. faecalis (E.F), P.
aeruginosa (P.A) y B. subtilis (B.S).

2.3.2 Secuenciacion del inserto de clonas que presentaron actividad

antimicrobiana putativa

De las 150 clonas que presentaron actividad de inhibicibn en el primer escrutinio, se
seleccionaron siete clonas al azar, para aislar el fésmido y secuenciar el inserto mediante
la tecnologia lon semiconductor (lon Torrent). Los fésmidos de las clonas fueron enviados
distribuidos como se describe en el cuadro 2.1. Los resultados obtenidos de la
secuenciacion (figura 2.1) se procesaron en la plataforma Geneious, utilizando las
aplicaciones Glimeer y ORF Finder para predecir los posibles marcos de lectura de los
genes dentro de los contigs.
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Los andlisis moleculares de los insertos en las siete clonas secuenciadas, mostraron,
principalmente genes de moléculas para transporte tipo ABC vy reguladores
trascripcionales. No se encontraron secuencias de genes relacionados directamente con

la sintesis de moléculas antimicrobianas.

Cuadro 2.1 Datos de secuenciacion de clonas con actividad antimicrobiana putativa.

FOSMIDO DE LA CLONA N° DE CONTIGS TAMARNOS DE CONTIGS

PK-1 (individual) 1 39,650pb
PK-2 (individual) 3 14,180pb — 42,730pb
PK-3 (individual) 1 36,530pb

PK-4 (mezcla PK-4, PK-5,PK-6, PK-7) 16 1,018pb — 36,450pb
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2.4 DISCUSION

Una vez obtenida la biblioteca metagendémica, un paso crucial fue definir un tipo de
escrutinio a seguir basado en las propiedades funcionales de los metabolitos de interés.
Un escrutinio funcional se basa en la capacidad de utilizar células hospederas para la
expresion heteréloga de genes que conduzcan a la produccién de metabolitos que origen
el fenotipo deseado (Piel, 2011).

En el proyecto institucional del cual fue parte esta tesis de doctorado, se decididé construir
la biblioteca metagendmica utilizado como hospedero a la cepa E. coli EPI300 debido a su
versatilidad reportada para la busqueda de moléculas como: proteasa, lipasas, esterasas,
polisacéridos y en algunos caso antibioticos.

La eficiencia del método de escrutinio, fue comprobada utilizando cepas testigo que
producen compuestos antimicrobianos (bacteriocinas, macrolidos, entre otras),

observando halos de inhibicion contra S. aureus, B. subtilis.

Comparando nuestros resultados obtenidos con los reportados por Craig y colaboradores
en 2010, donde utilizaron el método de la doble capa para el escrutinio de una biblioteca
metagendmica de muestras de suelos. Ellos recuperaron una clona positiva por cada
20,000 que fueron analizadas por este método. Nosotros, en cambio, no recuperamos
ninguna clona verdaderamente positiva, aunque si un falso positivo de la actividad
antimicrobiana, aproximadamente por cada 600 clonas analizadas, resaltando la poca
especificidad de esta prueba. El fenotipo encontrado no se mantuvo en escrutinios
posteriores, lo cual se puede deber a varios factores, por ejemplo: i) artefactos (otras
moléculas no relacionadas con los antibiéticos) que generen falsos positivos; ii) que el
inserto de ADNe contenga genes que codifiquen moléculas Utiles en funciones que le
proporcionen a la cepa ventajas, para asimilar mejor los nutrientes o cambiar las
condiciones del medio favoreciendo su crecimiento e impidiendo el desarrollo de cepas
invasoras, iii) las clonas que dieron falsos positivos necesitaban de alguna de las otras

clonas a su alrededor para producir la actividad.

Diversos estudios demuestran que algunas moléculas complejas como antibiéticos y
hormonas, entre otras, solo se expresan cuando los microorganismos son capaces de
detectar moléculas de sefializacion (quorum sensing) e iniciar la sintesis de compuestos

bioactivos que le proporcionen una ventaja ante otros (Breitbart et al., 2009; Bérdy 2012).
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Es posible, entonces, que estos microorganismos pierdan la capacidad de sintetizar
compuestos bioactivos si alguna cepa cercana a ellos desaparece, ya que se pierde la
sefial que les indica la presencia de competidores. De ser éste el caso, los genes para
produccion del compuesto inhibitorio deberian de estar presentes en la clona, mas no
expresados.

Taupp y colaboradores en 2011, mencionan que los métodos de escrutinio basados en la
observacion y analisis de factores visuales, como son halos de inhibicién o coloracion,
tienden a ser muy subjetivos e introducen “ruido de fondo”. La tasa de deteccién de este
tipo de clonas es baja y de expresarse débilmente, la actividad se pierde en el fondo
generado por el método de escrutinio (Taupp et al.,, 2011). Para evitar ese tipo de
problemas Taupp Yy colaboradores en 2011, proponen utilizar sistemas de escrutinio
funcionales mas finos, como los basados en la seleccién y supervivencia del huésped, por

ejemplo; un ensayo de resistencia a metales pesados.

Por otro lado, muchos autores como Piel en 2011, Gabor y colaboradores en 2004, Taupp
y colaboradores en 2011, entre otros, mencionan que la bacteria E. coli no es un buen
hospedero para hacer bibliotecas para la busqueda funcional de metabolitos complejos,

como los antibi6ticos que son sintetizados en complejos multienzimético como las PKS.

Otra cuestibn muy importante a considerar en los ensayos de escrutinio funcional es el
tipo de hospedero que se utiliza. En el caso de la produccién de antibiéticos la mayoria de
los grupos de genes relacionados con su biosintesis, no se expresan en E. coli debido a
las divergencias en elementos reguladores incompatibles. Aunado a lo anterior, tenemos
la falta de precursores biosintéticos, la incapacidad del huésped para las modificaciones
postraduccionales de proteinas, o el gran tamafio de muchos grupos de genes
biosintéticos (Piel, 2011).

Gabor y colaboradores en 2004, compararon el genoma de E. coli contra el material
genético de 32 especies de bacterias diferentes para poder determinar la funcionalidad de
E. coli como bacteria hospedera de las bibliotecas metagendmicas y la factibilidad para la
busqueda y analisis en los métodos de escrutinios funcionales. En este trabajo
determinaron que el nivel de expresion de otros taxa en E. coli es solamente del 40%.
Mas aun, se sabe que hay genes que no se pueden traducir adecuadamente a proteinas y
proteinas heteréloga que se expresan pero no pueden plegarse o doblase correctamente
en E. coli (Cheng et al., 2014; Liebl et al., 2014; Craig et al., 2010).
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Aunque los reportes indican que E. coli no es uno de los mejores hospedero de una
biblioteca metagendmica, para la busqueda de moléculas de sintesis compleja como
antibidticos y toxinas, hay reportes de éxito en la busqueda de antibidticos utilizandola
(Craig et al., 2010).

Para comprobar si la pérdida del halo de inhibicién se debi6é al cambio entre interacciones
microbianas de las clonas de la biblioteca, se llevé a cabo el andlisis bioinformético de los
insertos en la clonas que dieron positivo al primer escrutinio funcional. Los resultados
mostraron que no existia ningln marco de lectura abierto (ORF) con homologia con
enzimas biosintéticas que participen directamente en la sintesis de algunos compuestos
antimicrobianos vy, por lo tanto, las clonas no se siguieron investigando. Un caso similar
fue reportado por Craig y colaboradores en 2010, donde encontraron una clona positiva
en el primer escrutinio de produccién de antibibticos. Al igual que en este estudio, al
resembrar esta clona el fenotipo desaparecio y, al igual que en este estudio, sus analisis
bioinformaticos no determinaron la presencia de algin gen de interés que pudiera estar

involucrado en la sintesis de antimicrobianos.

Con respecto al uso de hospederos, Courtois y colaboradores en 2003, mencionan que
Streptomyces lividans, es una de las bacteria mas utilizadas para la blsqueda de
compuestos del tipo policétidos, debido a que cuenta con la mayoria de precursores
moleculares como la meti-CoA y los genes de rutas metabdlicas alternas como los NRPS.
Por otro lado Omura y colaboradores en 2001, mencionan que se tiene un gran interés
por la bacteria S. avermitilis, por la diversidad de metabolitos secundarios que produce ya
que esto significa que cuenta con los genes necesarios para la biosintesis de varias vias

metabdlicas.

Aunque no se obtuvieron resultados contundentes en la busqueda de moléculas con
propiedades antimicrobianas aplicando un método funcional, de esta misma biblioteca
metagenodmica se obtuvieron enzimas como las proteasas (Apolinar-Hernandez et al.,
2016), lipasas (Castro-Avilés, 2016) y esterasas (Ramos-Jiménez, 2016) aplicando un

enfoque funcional.
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CAPITULO IlI

ESCRUTINIO MOLECULAR DE LA BIBLIOTECA METAGENOMICA DEL ACUIFERO
EN BUSQUEDA DE GENES KS DE LAS PKS TIPO |

3.1 INTRODUCCION

La metagendmica ha sido aplicada con éxito para aislar nuevos biocatalizadores de la
microbiota no cultivable del medio ambiente. Para identificar las clonas de una biblioteca
metagendmica que lleven los rasgos deseados se han utilizado dos tipos de escrutinios.
Uno de los métodos estd basado en la deteccién de actividad o morfologia diferente
(métodos funcionales) vy, el otro, en la deteccion de secuencias de interés (métodos
moleculares). Cada método tiene ventajas y desventajas, sin embargo, ambas estrategias
son laboriosas y tediosas debido al bajo nUmero de aciertos en los escrutinios (Yun y Ryu,
2005; Streit y Schmitz, 1994).

Los escrutinios basados en métodos funcionales siguen un proceso donde las clonas que
expresan los rasgos deseados (coloracion, inhibicién, etc.), son seleccionadas y
analizadas mediante ensayos quimicos, fisicos y bioquimicos. Este enfoque permite la
localizacién relativamente rapida de las clonas que tienen el potencial de aplicacion en la
industria. Este método permite detectar genes con secuencias de ADN completamente
nuevas que pueden expresar las funciones deseadas (Charlop-Powers et al., 2014; Yun
and Ryu 2005; Streit y Schmitz 1994). Sin embargo, el escrutinio basado en las funciones
tiene varias limitaciones, una de ellas es que se requiere la activacion, en la célula
huésped, de todos los genes involucrados en la expresion de la funcién de interés
(Charlop-Powers et al., 2014; Craig et al., 2010; Yun y Ryu 2005).

Por el contrario, los escrutinios moleculares, no son dependientes de la expresion de
genes clonados en células huéspedes. Por lo general, este método esta basado en el
disefio de secuencias diana que sirven para la blsqueda de fragmentos homodlogos a
genes de interés (Piel 2011). Por ejemplo, la busqueda de genes de interés se puede
realizar por amplificacion (PCR) o hibridacion, aunque el gen no se esté expresando (Piel
2011). Sin embargo, las limitaciones del escrutinio estan basadas en que la mayoria de
las veces, las secuencias recuperadas son conocidas o tiene variaciones minimas
respecto a las conocidas y, posiblemente, no se obtengan productos nuevos (Charlop-
Powers et al.,, 2014; Piel 2011). Esta metodologia es raramente aplicada ya que no

garantiza la adquisicion de la secuencia completa del gen o grupos de genes que son
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necesarios para sintesis adecuada de las moléculas deseadas (Piel, 2011; Yun y Ryu,
2005).

Otro de los métodos moleculares utilizados para el escrutinio de una biblioteca
metagenomica, es el de hibridacién con sondas de ADN (Parsley et al., 2011; Schirmer et
al., 2005). La sonda puede ser marcada, ya sea Fluorescente o radiactivamente y puede
derivar de varias fuentes, por ejemplo; pueden ser oligonucle6tidos especificos o
degenerados de cadena sencilla, o productos de amplificacion por PCR (Parsley et al.,
2011; Schirmer et al., 2005).

Este método de hibridacion ADN-ADN, ya ha sido reportado previamente para el
escrutinio de bibliotecas metagendmicas en busqueda de clonas con fragmentos del
dominio KS de las PKS Tipo | y, se han obtenido excelentes resultados como por ejemplo:
un clister para la sintesis del acido graso ramificado multimetilico (PKS) (Schirmer et al.,
2005; Parsley et al., 2011).

Este capitulo se centra en el escrutinio molecular para la blusqueda de fragmentos del gen
del dominio KS de la PKS Tipo I, en clonas de la biblioteca metagenémica del acuifero de

Yucatan.

52



CAPITULO Il

3.2 MATERIALES Y METODOS

3.2.1 Oligonucleottidos para la amplificaciéon del fragmento del dominio KS-PKS
Tipo 1.

Se emplearon los oligonucleétidos degenerados reportados por Parsley y colaboradores,

en 2010, Ayuso-Sacido y Genilloud (2005), Moffitt y Neilan (2001), y Schirmer y

colaboradores en 2005 (cuadro 3.1).

Cuadro 3.1 Lista de oligonucledtidos utilizados para la amplificacién por PCR del gen KS-
PKS Tipo I.

Clave Secuencias de los oligonucleétidos Tamafio Autor
del
fragmento

KI* 5TSAAGTCSAACATCGGBCA3’ 1500 pb 1
M6R 5’ CGCAGGTTSCSGTACCAGTA3Z P

5LL* 5GGRTCNCCIARYTGIGTICCIGTICCRTGIGC3’

4UU 5’MGIGARGCIYTICARATGGAYCCICARCARMG3 700 pb 2
KP*-FWD 5GTGCCGGTNCCRTGNGYYTCZ 200 bb 3
KP-RWD 5GCGATGGGAYCCNCARCARYGZ P

KS*-2F 5-GCSATGGAYCCSCARCARCGSVT-3 680 bb 4
KS-R 5-GTSCCSGTSC CRTGSSCYTCSAC-3’ P

*Abreviatura para referirse al par de oligonucle6tidos.
1) Ayuso-Sacido y Genilloud, 2005; 2) Parsley et al., 2010; 3) Moffitt y Neilan, 2001; 4) Schirmer et
al., 2005

Los oligonucledtidos degenerados/universales de Parsley y Moffitt/Neilan estan dirigidos
hacia el domino KS de las PKS Tipo I, cerca de los motivos conservados PPQ que se
encuentran en la region 5’ de la secuencias, caracteristico de los genes KS de las PKS de
las Actinobacterias y, hacia la histidina (His-298) conservada en las secuencias del
dominio KS de las PKS Tipo I. Los oligonucle6tidos degenerados/universales de Ayuso y
Genilloud, (2005) estan dirigidos hacia la region intermedia entre los dominios KS y TA
(figura 3.1).
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Figura 3.1 Esquema de la hibridacion de los oligonucleétidos para la amplificacién de
fragmentos de KS-PKS Tipo I. A) Oligonucledtidos disefiados por Ayuso y Genilloud (2005); se
muestra la posicion donde empalman los oligonucleétidos Kl y M6R, asi como la degeneracion que
incluyen. B) oligonucleétidos disefiados por Moffitt y Neilan (2001) y Parsley et al., (2011) dirigidos
hacia el extremo 5 PPQ y hacia el extremo 3’ (H) de la KS, P = prolina; Q = Glutamina; C =
Cisteina; H = Histidina.

3.2.2 Determinacion de latemperatura 6ptima de alineamiento de los
oligonucledtidos degenerados para la amplificaciéon de la KS-PKS Tipo I.

Para determinar las condiciones correctas de amplificacion, se realiz6 un barrido de
temperaturas con los cuatro oligonucle6tidos. Las condiciones de amplificacion fueron las
siguientes: desnaturalizacion inicial a 94°C durante 2 minutos (1 ciclo), 35 ciclos de:
desnaturalizacion a 94°C durante 1 minuto, alineamiento de los oligonucleétidos a 50, 55,
60 y 65°C durante 1 minuto, 72°C durante 1 minuto para la extension del ADN, y un ciclo
de extensién a 72°C durante 10 minutos.

3.2.3 Amplificacion a partir del material metagendémico del acuifero de Yucatan

El ADN metagendmico del acuifero de Yucatan (Capitulo 2, seccién 2.2.3) se diluyé hasta
1 pg/pL y se utilizaron 0.5 pL para iniciar la reaccion de PCR en un volumen final de 50
uL. La composicion de la mezcla de reaccion fue la siguiente: amortiguador (1X), MgCl,

(7mM), oligonucleétido en sentido directo (0.2 uM), oligonucleétido en sentido reverso (0.2

54



CAPITULO Il

UM), mezcla de dNTPs (0.2 uM), BSA (suero de albumina) (0.2 uM), Tag DNA polimerasa
(1 U) y H,O para completar hasta un volumen de 50 pL.

3.2.4 Clonaciéon del inserto de la KS

Los fragmentos del gen KS obtenidos por PCR se ligaron en el vector de clonacion pGEM
T-easy y como bacteria hospedera se utiliz6 E. coli DH5-a™. Los productos de PCR
fueron purificados utilizando el sistema GeneJET PCR Purification, (Thermo Scientific™,
Cat. #K070). EI ADN purificado de los productos de PCR se cuantificd, utilizando
Nanodrop™ (Thermo Scientific ™) y se realiz6 una ligacibn usando una relacion
inserto:vector 3:1 (35 ng: 50 ng), posteriormente se transformo E. coli DH5-a adicionando
1 pL del empaquetado a 100 pL de células competentes (10° CFU/ug). Se mezclé por
agitacion suave y se incubaron en hielo durante 30 minutos, seguidos por una incubacion
rapida de 45 segundos a 42°C. Posteriormente se incub6 en hielo durante 10 minutos y se
adicionaron 900 pl de medio LB sin antibiotico, las celulas se incubaron a 37°C con
agitacion a 200 rpm. Se plaquearon 50 pL del cultivo sobre una caja con LB-ampicilina y
esta se incubo durante 16 horas a 37°C.

3.2.5 Extraccion de ADN de plasmidos

La obtencién del vector de clonacién (plasmido) se realizé por el método de lisis alcalina y
precipitacion por etanol. Las clonas se incubaron en medio LB (3 ml) durante 16 horas a
37°C con agitacion constante de 200 rpm. Posteriormente se centrifugaron 2ml del cultivo
y se deseché el sobrenadante. La pastilla se resuspendié en 100 L de solucién alcalina |
fria (Tris, pH 8.0, 50 mM; EDTA 10 mM; ARNAsa A 100 pg-mL™), se mezclé
vigorosamente con ayuda del vortex y se adicionaron 200 pL de solucién de lisis II (NaOH
200 mM, SDS 1%) recién preparada y se mezcld invirtiendo el tubo suavemente. Se
incubd en hielo y se le adicionaron 150 uL de solucién alcalina lll, fria (acetato de potasio
3 M, pH 5.5), se mezclé invirtiendo el tubo varias veces. Se incubd en hielo durante cinco
minutos y se centrifugd a 14,000 rpm durante cinco minutos a 4°C, para después transferir
el sobrenadante a un tubo limpio. Posteriormente se le adicionaron 0.5 volumen de
cloroformo:alcohol isoamilico (24:1 v/v), se mezcld en vortex y se centrifugd a 14,000 rpm
durante dos minutos a 4°C. Se transfirié el sobrenadante a un tubo limpio y se procedi6 a
precipitar el ADN plasmidico adicionando dos volumenes de etanol absoluto, y se incubd
a -20°C durante lhora. Se centrifugd a 14,000 rpm durante 15 minutos a 4°C y se

desecho el sobrenadante. A la pastilla se le adicionaron 250 pl de etanol al 70%, para
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lavarla. Se centrifugd a 14,000 rpm durante dos minutos a 4°C y se elimin6 el
sobrenadante y finalmente se resuspendio la pastilla en 50 uL de agua desionizada
esteéril.

3.2.6 Secuenciacion y andlisis del inserto en los plasmidos

Los amplicones de PCR que fueron clonados en el vector pGEM T-easy fueron enviados
a secuenciar al Instituto Potosino de Investigacion Cientifica y Tecnologia (IPICYT).
Utilizando los cebadores universales M13. Posteriormente, las secuencias obtenidas
fueron analizadas por BLAST en el sitio web del National Center for Biotechnology
Information (NCBI) para determinar su homologia con los genes contenidos en su base de
datos (abril de 2016).

3.2.7 Escrutinio por hibridacion ADN-ADN

La hibridacion se realizo tal como se describe en el manual de usuario de Amersham™
ECL Direct™ Nucleic Acid Labelling And Detection Systems (cddigos: RPN300, RPN3001,
RPN3005) de la casa comercial GE Healthcare™. Se emplearon dos métodos de
hibridacion ADN-ADN: i) tipo Southern Blot e ii) hibridacién directa sobre colonias
bacterianas.

3.2.7.1 Southern Blot
3.2.7.1.1 Restriccion enziméticas del ADN genémico de E. coli EPI300

El ADN gendmico (ADNg) de las cepas E. coli EPI300, fue digerido con las enzimas de
restriccion Eco Rl Y Sma |, como se describe a continuaciéon: En un tubo de 500 L, se
adicionaron 2 uL del amortiguador 10X Tango; 1 uL de ADNg de E. coli EPI300 (1 pg/uL);
16 pL de agua libre de nucleasas; 2 uL de las enzimas correspondientes (10 u/uL) (Eco RI

0 Sma |). La mezcla se incub6 a 30°C durante 16 horas.

3.2.7.1.2 Preparacion del gel de transferencia

Los productos de las restricciones y de la amplificacibn se separaron en un gel de
agarosa al 1 % que se corrio a 60 volts durante 5 horas en una camara con amortiguador
TAE 1X. El gel se transfiri6 a un recipiente para cubrirlo con solucién de depurinacion
(HCL 250 mM), y se agitd suavemente, pero asegurando que se pudiera mover
libremente. Se detuvo cuando el bromofenol cambié de color azul a un tono amarillo (10-

12 minutos). En seguida, se descart6 la solucién de depurinacion y el gel se lavo, con
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agua destilada. A continuacién el gel se cubrié con solucion de desnaturalizacion (NaCl
1.5M; NaOH 0.5M) y se agité suavemente por 25 minutos (hasta que el bromofenol
regresd a su tono azul). Una vez mas se descartd la solucién de desnaturalizacién y se
lavé con agua destilada. Finalmente se cubri6 con soluciéon de neutralizacién (NaCl 1.5M;
Tris HCI 0.5M; pH 7.5) y se agité suavemente por 30 minutos. Se descarté la solucién de
neutralizacion y se le agregd solucion de neutralizacion fresca y, finalmente, se incub6

durante 15 minutos a temperatura ambiente.

3.2.7.2 Transferencia (Southern Blot)

En el dispositivo de transferencia se colocaron 50 mL de solucién 20X SSC. El gel de
agarosa que contenia el material genémico desplegado (seccion, 3.2.7.1.2), se coloco en
el dispositivo sobre una tira de papel filtro que se encontraba remojada por los extremos
en la solucion 20X SSC. Sobre el gel de agarosa se coloco la membrana de nylon Hybond
asegurandose de no dejar burbujas de aire. En seguida, se colocaron tres pedazos de
papel filtro del tamafio de la membrana y sobre estos se colocO papel super absorbente
hasta una altura de 20 cm. Sobre el sistema de transferencia se coloc6 peso (barras de
metal) para mantener el sistema estable. La transferencia se realiz6 durante 16 horas.

3.2.7.3 Preparacion de la membrana para la hibridacion en colonia

Se plaquearon 60 pL (~200 clonas) del resguardo de la biblioteca metagenémica del
acuifero de Yucatan en una caja que contenia medio LB-cloranfenicol y, se incubaron a
37°C durante 16 horas. Posteriormente, se transfirieron 100 clonas de la biblioteca a una
caja nueva que contenia medio LB, cloranfenicol, 0.001% de arabinosa, y se incubaron a
37 °C durante 48 horas. Sobre la placa con las 100 clonas se coloc6 la membrana de
nylon, hasta que estuvo totalmente humedecida (10 minutos) y se verific6 que no contara
con burbujas. La membrana fue retirada y se colocé sobre dos pedazos de papel filtro
saturados con NaOH (0.5 M) durante 4 minutos (la parte que estuvo en contacto con las
clonas hacia arriba). La membrana se transfiri6 a un recipiente limpio y se lavé con
solucion 5X SSC y se le aplicoé agitacion moderada durante tres minutos (se aseguré de
no dejar residuos de las células en la membrana). Este procesos se realizé para analizar

10,000 clonas de la biblioteca metagendmica.
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3.2.7.4 Preparacion de la sonda

Se realizaron una serie de PCR utilizando los oligonucle6tidos degenerados 5LL/4UU, y
como templado ADN plasmidico del vector pGEM T-easy, con un fragmento clonado de
700 pb del gen KS-PKS Tipo I.

El producto de PCR (ADNpp) se diluyé a una concentraciéon de 10 ng/uL en agua grado
biologia molecular. Del ADNpp se tomaron 10 pL (100 ng) y se desnaturalizaron a 95°C
en un bafio maria por cinco minutos. Inmediatamente se enfri6 el ADNpp en hielo por
cinco minutos y se centrifugd rapidamente para colectar los residuos que se encontraban
en las paredes del tubo. Se le adicionaron 10 pL de reactivo de marcaje (peroxidasa de
rabano picante) y se mezclé gentiimente. A la reaccion se le agregaron 10uL de
glutaraldehido para estabilizarla y se mezclé lentamente. A continuacion, la reaccién fue
incubada por 10 minutos a 37°C y se procedié a su utilizacion en los dos métodos de
hibridacion.

3.2.75 Hibridacion

Se tomaron 30 mL de amortiguador de hibridacién (proporcionado por el KIT) y se
afiadieron 0.5 M de cloruro de sodio, seguido del agente de bloqueo (proporcionado por el
KIT) a una concentracion final del 5 %, y se mezcl6 durante una hora. Posteriormente, se
precalenté el amortiguador de hibridacion bloqueado a 42°C durante 30 minutos con
agitacion ocasional. Se coloc6 la membrana dentro del amortiguador de hibridacién
bloqueado y se procedio a la prehibridicion a una temperatura de 42°C durante 15
minutos, con agitacion suave. Posteriormente, se le adicion6 la sonda marcada en el
amortiguador de hibridacion bloqueado, y se tuvo el cuidado de no ponerla directamente
sobra la membrana. El conjunto de membrana, amortiguador de hibridacion bloqueado y
sonda, se incubd durante 16 horas a 42°C con agitacién constante (Southern Blot). Para
la hibridacién en colonias la Gnica modificacién que se realiz6, fue dejar la membrana por

5 horas con agitacién constante.

3.2.7.6 Lavados

Se retir6 la membrana del amortiguador de hibridacién y se transfirié6 al amortiguador de
lavado primario (Urea 6M; SDS 0.4%; SSC 0.5 X), que fue previamente precalentado a
42°C, y se lavo durante 20 minutos con agitacion constante. Este lavado se realizd dos

veces, cada vez con amortiguador nuevo. La membrana se coloc6 en un recipiente limpio
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y se le verti6 amortiguador de lavado secundario (2X SSC), y se lavo durante cinco
minutos a temperatura ambiente. El lavado de la membrana con el amortiguador lavado

secundario, se repitio tres veces y en cada ocasion con amortiguador limpio.

3.2.7.7 Generacion y deteccién de la sefial quimioluminiscente de la sonda KS

El exceso de amortiguador de lavado secundario fue eliminado de la membrana hibridada
y colocada en un recipiente limpio manteniendo siempre el lado donde se encuentra el
ADN hacia arriba. Se le Afadieron los reactivos de deteccion (reactivo de deteccion 1:
reactivo de deteccion 2 (v/v), directamente sobre la membrana y se incubé durante 1
minuto a temperatura ambiente. Se retird la membrana y se dej6é secar sobre un pedazo
de papel filtro durante 1 minuto, manteniendo siempre el ADN hacia arriba.
Posteriormente la membrana fue colocada en el casete, siempre con el lado donde esté el
ADN hacia arriba. En la oscuridad total se colocé la pelicula de auto-radiografia sobre la
membrana, se cerrd el casete y se expuso durante 12 horas. Posteriormente en total
oscuridad se retir6 la pelicula del casete y se coloc6 en la solucién reveladora durante
cinco minutos. Se Retird la pelicula de la solucién reveladora y se neutralizo la reaccion
en &cido acético al 3% durante un minuto. Se retir0 la pelicula y se incub6 en solucién de
fijacién durante cinco minutos. Finalmente se lavd con agua durante 15 minutos y se dejé

secar a temperatura ambiente.

3.2.8 Extraccién de ADN gendmico de bacterias

En el laboratorio se contaba con tres cepas previamente reportadas como productoras de
compuestos con actividad antimicrobiana: P. aeruginosa (1T16), P. luteola (1T17) y un
actinomiceto no clasificado (X) (1T11), proporcionadas por la Dra. Marcela Gamboa
Angulo. Estos géneros de bacterias son considerados como una de fuentes de

compuestos bioactivos, del tipo policétidos (Keatinge-Clay, 2012).

Se empled el método de extraccion de ADN gendmico (ADNg) de Cheng y Jiang (2006),

para obtener el ADNg de las cepas.

Para extraer el ADN gendémico de las bacterias, se procesé un mililitro de suspension
celular, la cual se centrifug6 a 10,000 rpm durante 2 minutos. Después se retiro el
sobrenadante y las células se lavaron con 400 pyL de amortiguador STE (NaCl, 100 mM;
TrissHCL 10 mM; EDTA 1 mM, pH 8,0) dos veces. Posteriormente las células se

centrifugaron a 10,000 rpm durante 2 minutos, las pastillas se resuspendieron en 200 yL
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de amortiguador TE (Tris10 mM/HCI; EDTA 1 mM, pH 8,0) y se les adicionaron 100 uL de
fenol saturado de Tris pH 8.0, seguido de una mezcla por vortex durante 60 segundos,
para lisar las células. Posteriormente las muestras fueron centrifugadas a 14,000 rpm
durante 5 minutos a 4°C, para separar la fase acuosa, de la fase organica. La fase acuosa
superior (160 pL) se transfirid a un tubo limpio de 1.5 ml y se le adicionaron 40 uL de
amortiguador TE para llevarla a un volumen de 200 pL. A la mezcla de la fase acuosa y
amortiguador se le adicionaron 100 pL de cloroformo, y se centrifug6é durante 5 minutos a
14,000 rpm a 4°C. El lisado fue purificado por extraccion con cloroformo, hasta que la
interface blanca ya no se presentd. La fase acuosa superior (160 pL) se transfirié a un
tubo limpio de 1.5 ml. Y Se adicionaron 40 yL de amortiguador TE, 5 uL de solucion de
RNAsa (10 mg/ml) y se incub6é a 37°C durante 10 minutos, para eliminar el ARN.
Posteriormente, se adicionaron 100 pyL de cloroformo al tubo y se mezcld por Vortex,
durante un minuto. La mezcla se centrifugo durante 5 minutos a 14,000 rpm a 4°C y la
fase acuosa superior (150 pL) se transfirié a un tubo limpio de 1.5 ml, ya que contenia el
ADN purificado.

3.2.9 Extraccion de ADN de fésmidos

El vector de clonacion (fésmido), fue obtenido por lisis alcalina y precipitacién con etanol
Se centrifugaron 2 mL de cultivo saturado de la clona positiva, durante un minuto, y se
recuperé el sobrenadante. Se le adicionaron 200 pL de solucién de resuspensién (Tris, pH
8.0, 50 mM; EDTA 10 mM; RNAsa A 100 pg-mL'l), posteriormente se resuspendié la
pastilla con vortex, y se adicionaron 200 uL de solucién de lisis (NaOH 200 mM, SDS 1%)
e invirtiendo el tubo 5 veces. Se le adicionaron 200 pyL de solucién de neutralizacién
(acetato de potasio 3 M calibrada a pH 5.5 con acido acético), y se invirtid el tubo varias
veces. Se procedi6 a centrifugar la muestra a 14,000 rpm durante 5 minutos. El
sobrenadante se transfiri6 a un tubo nuevo, y se le adicionaron 300 pL de la solucién
cloroformo-alcohol izoamilico (49:1) y posteriormente el sobrenadante se transfirid a un
tubo nuevo, en el cual se le adicionaron 2.5 volumenes de etanol absoluto, se dejé
precipitando durante una hora a -20°C. La muestra se centrifugé a 14,000 rpm durante
una hora y se eliminé el sobrenadante con pipeta. Se le dio una centrifugacion breve para
bajar el liquido de las paredes del tubo y se sec6 la pastilla durante 5 min a 50°C. Por

ultimo la pastilla se resuspendié en 35 pL de agua libre de nucleasas.
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3.2.10 Analisis BLAST

El analisis de las secuencias recuperas se llevé acabo por medio de un BLASTX, contra
de la base de datos del GenBank en la pagina del NCBI y por modelos ocultos de Markov
(HMMER) en la plataforma NaPDoS.

Las 20 secuencias recuperadas por amplificacion (PCR), fueron introducidas y analizadas
utilizando los parametros de full de la plataforma BLAST. Para su analisis en la plataforma
NaPDoS se utilizaron los siguientes parametros: i) valor maximo permitido de error al
comparar la secuencia problema con la base de datos de HMMER de 1E® (HMM e-value
cutoff), ii) el tamafio de emparejamiento minimo permitido de 100 aa (minimum match
length) v iii) para la asignacion de la ruta de sintesis un valor de error 1E™ (e-value cutoff)

y permitir solo el emparejamiento con un Unico dominio de la ruta (max db hits perdomain)
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3.3RESULTADOS

3.3.1 COMPROBACION DE OLIGONUCLEOTIDOS DEGENERADOS PARA EL
GEN KS-PKS TIPO I.

El primer paso en el escrutinio molecular fue determinar la eficiencia de los
oligonucledtidos para la amplificacion de los fragmentos KS-PKS Tipo | a partir del ADN

ambiental del acuifero de Yucatan.

3.3.1.1 Obtenciéon de ADN bacteriano

Se realizé una extraccion de ADN gendmico a partir de las cepas P. luteola (1T17), P.
aeruginosa (2T16), actinomiceto X (1T11), E. coli nativa y E. coli EPI300. Como se puede
observar en la figura 3.2, se recuper6 ADN gendmico con buena integridad para futuros
trabajos.

20,000 pt

1,500 ph

Figura 3.2 Analisis del ADN genémico de las cepas bacterianas. El ADN extraido se desplego
en un gel de agarosa al 1%, las muestras fueron cargadas en los carriles siguientes: M) Marcador
de peso molecular 1kb, 1) E. coli nativa, 2) Actinomiceto X (1T11), 3) P. aeruginosa (2T16), 4) P.
luteola (1T17), 5) E. coli EP1300.

Este ADNg se empleé como templado en una prueba inicial de amplificacion por PCR de
los fragmentos de genes KS-PKS Tipo | utilizando los oligonucléotidos degenerados
previamente reportados KP-FWD y KP-RWD. La figura 3.3 muestra que el fragmento de
tamafio esperado (700pb) fue amplificado. Entre los templados se utiliz6 también el ADN
metagenomico del acuifero de Yucatan (carril 6, figura 3.3), mismo que se utilizé para

realizar la biblioteca metagendmica del acuifero.
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20,000 pb

1500 pb

Figura 3.3 Amplificaciones de los genes KS-PKS Tipo |. Despliegue electroforético en gel de
agarosa tefiido con 1 pg-mL™ de bromuro de etidio. M): escalera de ADN de 1 kb, 1) ADNg de E.
coli nativa, 2) ADNg de Actinomiceto x (1T11), 3) ADNg de P. aeruginosa (2T16), 4) ADNg de P
luteola (1T17), 5) ADNg de E. coli EPI300, 6) ADN metagendmico del acuifero de Yucatan.

Como se puede observar en la figura 3.3, las muestras en las que se obtuvo un producto
de amplificacion fueron el actinomiceto X (1T11), P. luteola (1T17) y el ADN del

metagenoma del acuifero de Yucatan.

3.3.1.2 Gradientes de temperatura

Se determiné la temperatura de alineamiento (Tm) de los oligonucle6tidos degenerados,
KI (KI/M6R), 5LL (5LL/4UU), KS (KS-2F/KS-R), y se definié la Tm utilizada para los
oligonucledtidos degenerados KP, mediante un barrido de temperatura desde los 50°C
hasta los 65°C (figura 3.4).

La figura 3.4-A, corresponde a la Tm de 50°C, en la cual los oligonucleétidos degenerados
Kl y KP, presentaron amplificaciones en todas las muestras utilizadas como templados.
Los oligonucledtidos degenerado 5LL, presentaron una amplificacion del tamafio
esperado solamente en la muestra de P. luteola, usada como testigo positivo en la
amplificacion, mientras que el templado de ADN metagenémico, no presento
amplificacion. Los oligonucledtidos degenerados KS, no presentaron amplificacién con

ninguno de los templados utilizados.
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La figura 3.4-B, corresponde a la Tm de 55°C, en la cual los oligonucleétidos degenerados
5LL y KP amplificaron un producto del tamafio esperado (700 pb). Para los
oligonucleétidos 5LL, se aprecia una banda en el carril del templado de P. luteola. Los
oligonucleétidos KP presentan una banda para el templado de P. luteola y una banda con
un leve barrido para el templado del ADN metagenomico. Los oligonucleétidos M6R
presentaron un barrido inespecifico para las muestras P. luteola y ADN metagendmico.
Los oligonucledtidos KS no presentaron amplificacion para ninguno de los templados
(figura 3.4-B).

La figura 3.4-C, corresponde a la Tm 60°C, en la cual se puede observar que los
oligonucledtidos 5LL y KP amplificaron cuatro bandas, dos correspondientes a la
amplificacién de los templados del ADN metagendmico y dos al templado de P. luteola,
los cuales tiene el tamafo esperado de 700 pb. Los oligonucleétidos Kl y KS no

presentaron amplificacién en ninguno de los templados utilizados.

La figura 3.4-D, corresponde a la Tm 65°C, en la cual se observa que los oligonucleétidos
degenerados KP amplifican dos bandas que corresponden a los templados P. luteola y
ADN del metagenoma. Con los oligonucledtidos 5LL solo amplific6 una banda
correspondiente al templado de P. luteola. Los oligonucleétidos Kl y KS no presentaron

amplificacién en ninguno de los templados utilizados.
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Kl - SLL KS KP

Figura 3.4 Analisis de las amplificaciones de fragmentos de genes KS-PKS Tipo | utilizando
oligonucleodtidos degenerados Kl, 5LL, KS y KP a las Tm de 50°C hasta de 65°C. Los
productos de amplificacion fueron desplegados en un gel de agarosa 1%, tefiido con 1 pg-mL'l de
bromuro de etidio. Las temperaturas de alineamiento para los oligonucleotidos fueron: A) 50°C, B)
55°C, C) 60°C, D) 65°C. Y los carriles M) Marcador de ADN 1kb, 1) P. aeruginosa, 2) P. luteola
(1T17), 3) ADN del metagenoma a partir del acuifero de Yucatan, 4) ADNg de E. coli EPI300.
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3.3.2 ANALISIS MOLECULAR DEL ADN METAGENOMICO DEL ACUIFERO DE
YUCATAN

3.3.21 Amplificacion por PCR del ADN metagendémico

Se seleccionaron los oligonucle6tidos 5LL y KP para realizar las PCR utilizando como
templado el ADN metagendémico del agua del acuifero de Yucatan y ADNg de la cepa P.
luteola (1T17), como testigo positivo.

Los amplicones resultantes de la PCR tienen el tamafio esperado de 700 pb y no existen
amplificaciones inespecificas (figura 3.5)
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Figura 3.5 Amplificaciéon por PCR de fragmentos del gen KS-PKS Tipo | a partir de ADN
metagendémico y ADN gendmico de P. luteola. Los resultados de las PCRs se analizaron en un
gel de agarosa al 1%, tefiido con 1 pg'mL™ de bromuro de etidio. Carriles: M) marcador de ADN
1kb, 1y 2) P. luteola y ADN metagendmico, amplificados con los oligonucleétidos KP, 3 y 4) P.
luteola y DNA metagendmico amplificados con los oligonucle6tidos 5LL.

3.3.2.2 Clonacion, secuenciacion y homologia de los productos de PCR

Los productos de PCR obtenidos a partir del ADN metagendmico, fueron purificados del
gel de agarosa y cuantificados, para realizar la ligacion de los fragmentos en el vector

pGEM T-easy, seguido de la transformacion de las células hospederas de E. coli DH5-a.

Se seleccionaros 20 clonas que contenian los fragmentos del gen KS-PKS clonados en el
vector pGEM T-easy, como se describe a continuacion: 2 clonas que contenian
fragmentos del gen KS-PKS obtenido del templado P. luteola y 8 clonas que contenian
fragmentos del gen KS-PKS obtenido del templado de ADN del metagenoma, todos
obtenidos de la amplificacion con los oligonucle6tidos 5LL. Se realiz6 la misma seleccién

para los fragmentos obtenidos con los oligonucle6tidos KP.
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A las 20 clonas, se les extrajo el ADN plasmidico y antes de enviar a secuenciar se
verific6 que contuvieran el fragmento de 700 pb, mediante una PCR con los
oligonucledétidos degenerados 5LL y KP (figura 3.6).
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Figura 3.6 Analisis del producto de PCR para la verificacion del inserto del gen KS. El
producto de PCR fue analizado en un gel de agarosa al 1%, tefiido con 1 pg-mL'l de bromuro de
etidio. Carriles: 1) plasmido-P. luteola-KP, 2-3) plasmido-metagenoma-KP, 4-5) plasmidos-
metagenoma-5LL.

La busqueda mediante BLAST determind que todas las secuencias tenian homologias
con los dominios KS de las PKS Tipo | de los microorganismos Bacillus sp y Paenibacillus
sp. De las 20 secuencias obtenidas, solo la clona 6 tuvo una identidad menor al 98% con
las secuencias del gen KS-PKS de Paenibacillus sp. F6-B70 (cuadro 3.1). La
secuenciacion de la clona cuatro fue de baja calidad y no arroj6 resultados en las

comparaciones.
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Cuadro 3.2 Homologia de los fragmentos secuenciados con genes en la base de datos del
NCBI.

KP-PL CLONA Policétido sintasa 100% 6.00E- 99% ACG70842.1
[Bacillus sp. 163
1 WPySW1]
KP-PL  CLONA Cetosintasa 99% 2.00E- 98% AlU64897.1
[Bacillus sp. LX- 157
2 96]
5LL-PL CLONA Policétido sintasa 99% 3.00E- 78%  ACT85958.1
[Paenibacillus sp. 127
3 F6-B70]
KP- CLONA Policétido sintasa 99% 4.00E- 80%  ACT85958.1
META [Paenibacillus sp. 131
5 F6-B70]
KP- CLONA Policétido sintasa 30% 8.00E- 82%  ACT85958.1
META [Paenibacillus sp. 056
6 F6-B70]
KP- CLONA Policétido sintasa 99% 3.00E- 80%  ACT85958.1
META [Paenibacillus sp. 131
7 F6-B70]
KP- CLONA Policétido sintasa 99% 2.00E- 80%  ACT85958.1
META [Paenibacillus sp. 131
8 F6-B70]
KP- CLONA Policétido sintasa 98% 6.00E- 78%  ACT85958.1
META [Paenibacillus sp. 127
9 F6-B70]
KP- CLONA Policétido sintasa 99% 2.00E- 79%  ACT85958.1
META [Paenibacillus sp. 130
10 F6-B70]
KP- CLONA Policétido sintasa 99% 2.00E- 79%  ACT85958.1
META [Paenibacillus sp. 129
11 F6-B70]
KP- CLONA Policétido sintasa 99% 4.00E- 80%  ACT85958.1
META [Paenibacillus sp. 131
12 F6-B70]
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5LL- CLONA Policétido sintasa 99% 7.00E- 67%  ACT85958.1
META [Paenibacillus sp. 078

13 F6-B70]
5LL- CLONA Policétido sintasa 99% 1.00E- 79%  ACT85958.1
META [Paenibacillus sp. 129

14 F6-B70]
5LL- CLONA Policétido sintasa 99% 7.00E- 79%  ACT85958.1
META [Paenibacillus sp. 129

15 F6-B70]
5LL- CLONA Policétido sintasa 99% 4.00E- 79%  ACT85958.1
META [Paenibacillus sp. 131

16 F6-B70]
5LL- CLONA Policétido sintasa 98% 2.00E- 99%  AGL92436.1
META [Bacillus sp. 159

17 SWI6]
5LL- CLONA Policétido sintasa 99% 2.00E- 99%  AGL92436.1
META [Bacillus sp. 159

18 SWI6]
5LL- CLONA Policétido sintasa 98% 8.00E- 100% AGL92436.1
META [Bacillus sp. 162

19 SWI6]
5LL- CLONA Policétido sintasa 99% 5.00E- 98% ACG70842.1
META [Bacillus sp. 162

20 WPySW1]

KP-PL: Fragmento obtenido con oligonucleétidos KP y ADN de Pseudomonas luteola.

KP-META: Fragmento obtenido con oligonucle6tidos KP y ADN del metagenoma.

5LL-PL: Fragmento obtenido con oligonucleétidos 5LL y ADN de Pseudomonas luteola.

5LL-META: Fragmento obtenido con oligonucle6tidos 5LL y ADN del metagenoma.

Con base en la informacién del cuadro 3.1, se determind que las 19 clonas presentan

identidad con solamente dos tipos de KS-PKS Tipo I, que se reportan como KS que

participan en la sintesis de los compuestos paenimacrolidina y 7-O-methyl-5"-hydroxy-3”-

heptenoate-macrolactin,

respectivamente. Estos compuestos se han reportado como antibiéticos.

de los microorganismos Paenibacillus sp. y Bacillus sp.,
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Figura 3.7 Estructuras quimicas de los compuestos PKS paenimacrolidina y 7-O-metil-5"-
hydroxi-3"-heptenoate-microlactin. Compuestos macrélidos sintetizados en complejos
multienzimético policétido sintasas.

En tanto, al realizar el BLAST contra la base de datos del NaPDoS para KS-PKS Tipo |
reportadas para productos naturales con funcién biolégica comprobada (Cuadro 3.3), se
observo que las 19 secuencias del metagenoma presentaban identidad de entre 48 a
57%, con las KS de las PKS Tipo | para la sintesis de leinamicina y kirromicina (figura
3.8).

Leinamicina

Kirromicina

Figura 3.8 Estructuras quimicas de los compuestos PKS Kirromicina y Leinamicina. Ambos
compuestos son sintetizados en complejos multienzimatico policétido sintasas.
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Cuadro 3.3 Homologia de los fragmentos obtenidos por PCR y comparados en la base de
datos del NaPDoS.

Clona Homologia Identidad Valor de E Producto ‘
CLONA 01 LnmJ AF484556 4T 57 1.00E-075 leinamycin
CLONA 02 LnmJ AF484556 4T 51 4.00E-067 leinamycin
CLONA 03 LnmJ AF484556 4T 53 2.00E-071 leinamycin
CLONA 05 LnmJ AF484556 4T 53 2.00E-071 leinamycin
CLONA 06 LnmJ AF484556 4T 59 3.00E-037 leinamycin
CLONA_07 LnmJ_AF484556 4T 53 4.00E-072 leinamycin
CLONA 08 LnmJ AF484556 4T 53 9.00E-072 leinamycin
CLONA 09 LnmJ AF484556 4T 52 3.00E-057 leinamycin
CLONA 10 LnmJ AF484556 4T 52 4.00E-071 leinamycin
CLONA 11 LnmJ AF484556 4T 52 5.00E-071 leinamycin
CLONA 12 LnmJ AF484556 4T 53 1.00E-071 leinamycin
CLONA 13 LnmJ AF484556 4T 48 2.00E-040 leinamycin
CLONA 14  KirAlV_CAN89634 9T 54 1.00E-070 kirromycin
CLONA_15 KirAlV_CAN89634 9T 54 9.00E-071 kirromycin
CLONA 16 LnmJ AF484556 4T 53 4.00E-072 leinamycin
CLONA 17 LnmJ AF484556 4T 53 4.00E-068 leinamycin
CLONA 18 LnmJ AF484556 4T 53 5.00E-068 leinamycin
CLONA 19 LnmJ AF484556 4T 54 8.00E-073 leinamycin
CLONA 20 LnmJ AF484556 4T 58 5.00E-076 leinamycin

3.3.3 ESCRUTINIO MOLECULAR DE LA BIBLIOTECA METAGENOMICA DEL
ACUIFERO DE YUCATAN

3.3.3.1

Amplificacion a partir de resguardos de la biblioteca metagenémica.

Para determinar la existencia de fragmentos del gen KS-PKS Tipo | en las clonas de la

biblioteca metagendmica del acuifero de Yucatan, se llevaron a cabo una serie de

amplificaciones por PCR a partir de resguardos de la biblioteca metagenémica.

La biblioteca del acuifero de Yucatan fue resguardada en gliceroles en alicuotas con un

volumen de 120 pL (400 clonas) a -80°C. Se tomaron 10 pL de cada resguardo (26

gliceroles) los cuales sirvieron como indculos para iniciar los cultivos en medios liquidos

de LB-cloranfenicol-arabinosa. Los cultivos se incubaron durante 12 horas a 37°C y

después se extrajeron sus fosmidos utilizando el método de lisis alcalina. Posteriormente,

se realiz6 una PCR con los oligonuclettidos degenerados KP, para determinar qué

gliceroles que presentaban amplificacion del fragmento de 700 pb.
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En la figura 3.9 se observan las amplificaciones de los primeros 12 resguardos, donde
siete presentaron la banda del tamafio esperado (700 pb). Después de revisar los 26
resguardos Unicamente 12 presentaron amplificacion y fueron utilizados en las pruebas de
hibridacion.

Figura 3.9 Amplificacion de los resguardos de la biblioteca metagendmica. Amplificacion por
PCR, empleando oligonucleétidos degenerados para el dominio KS-PKS Tipo | a partir de ADN
metagenémico. Los productos de PCR fueron desplegados por electroforesis en gel de agarosa
tefiido con 1 pg-mL™ de bromuro de etidio. M: escalera de ADN de 1 kb 1) P. luteola, 2-12) cultivos
de la biblioteca.

3.3.3.2 Hibridacion ADN-ADN

La biblioteca metagendmica cuenta con mas de 50,000 clonas, por lo que el analisis
individual por PCR de cada clona supondria un reto en horas hombre y reactivos. Se
decidi6 utilizar la técnica de hibridacion DNA-DNA, para la busqueda y seleccion de
clonas positivas a KS-PKS Tipo I, como lo han reportado otros autores (Schirmer et al.,
2005; Parsley et al., 2011).

3.3.3.3 Verificaciéon de la sonda-KS

Se evalug la especificidad de la sonda para reconocer Unicamente los fragmentos del gen
KS-PKS, dentro del material genémico (ADNg) y plasmidico (ADNp) de las clonas de la

biblioteca metagendémica del acuifero de Yucatan.

Para establecer el correcto funcionamiento de la sonda-KS dentro del sistema de
hibridacion, se utilizaron como testigos positivos, 10 ng, 100 ng y 1 ug del producto de
amplificacion por PCR del fragmento del gen KS-PKS de la clona 1, y pGEM T-easy/KS

(fragmento KS clonado y secuenciado) ambos a una concentraciéon de 10 ug, 2 ug y 5 ug,
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utilizando los oligonucleétidos degenerados 5LL. Para determinar si existe reconocimiento
con los vectores de clonacion o con la célula hospedera de la biblioteca metagendémica se
utilizaron 10 pg del pGEM T-easy, 5 pg del Fésmido pCC2FOS y 5 ug de ADNg de
EPI300. Para asegurar que todo el material cromosomal de EPI300 estuviera expuesto a
la sonda-KS, su ADN genomico (ADNg) se digirio utilizando las enzimas de restriccion
EcoR |y Sma I.

Los ADNs se analizaron en dos geles gemelos; Uno sirvié para la visualizacién de la
fragmentacion (copia A) y el otro para la transferencia a la membrana de nylon (copia B).
La figura 3.10 muestra la imagen del gel tefiido (copia A).
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Figura 3.10 Andlisis de los ADNs genémicos y ADNs plasmidicos (copia A). Analisis de los
ADNSs en un gel de agarosa al 1%, desplegado por 12 horas. Carril; M) marcador de ADN 1kb, 1)
ADNg EPI300/EcoRI (10 pg), 2) ADNg EPI300/EcoRI (2 ug), 3) ADNg EPI300/Sma | (10 ug), 4)
ADNg EPI300/ Sma | (2 pg), 5) Amplificacion clona 1 (KP-PL) (10 ng), 6) Amplificacion KS-
PKS/KP-PL (1 pg), 7) Amplificacion KS-PKS/KP-PL (100 ng), 8) pGEM T-easy/KS(10 pg), 9) pGEM
T-easy/KS (2 pg), 10) pGEM T-easy/KS (5 ug), 11) vector pCC2FOS (testigo negativo) (10 pg), 12)
ADNg E. coli DH5-a (10 pg), 13) ADNg P. aeruginosa (5 ug).

Después de que el material genémico y plasmidico se transfiri6 a la membrana de nylon,
se procedié a hacer la deteccion de los fragmentos KS en cada una de las muestras
empleando la sonda-KS. Como podemos observar en la figura 3.11, las muestras que
presentaron sefial para los fragmentos KS son: La amplificacion KS-PKS/KP-PL con una
concentracion de 1 pg, 100 ng y pGEM T-easy/KS de 10 pg, 2 ug y 5 pg. El vector
pCC2FOS sin inserto y el ADNg de EPI300 no presentaron sefial de hibridaciéon (figura
3.11).
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Para obtener una correcta sefial de la sonda-KS en el sistema con nuestras condiciones

de trabajo fueron necesarios aproximadamente 100 ng de ADN de producto de PCR o0 2
pg de vector (0 GEM T-easy/KS) (figura 3.11).

Figura 3.11 Sefial de hibridacion de la sonda-KS en muestras de ADNg Y ADN plasmidico. La
hibridacion se realizé en diferentes concentraciones de ADN vy diferentes tipos de muestras. Carril;
M) marcador de ADN 1kb, 1) ADNg EPI300/EcoRI (10 ug), 2) ADNg EPI300/EcoRI (2 pg), 3) ADNg
EPI300/Sma | (10 pg), 4) ADNg EPI300/ Sma | (2 pg), 5) Amplificaciéon clona 1 (KP-PL) (10 ng), 6)
Amplificacion KS-PKS/KP-PL (1 pg), 7) Amplificacion KS-PKS/KP-PL (100 ng), 8) pGEM T-
easy/KS(10 ug), 9) pGEM T-easy/KS (2 ug), 10) pGEM T-easy/KS (5 pg), 11) vector pCC2FOS
(testigo negativo) (10 ug), 12) ADNg E. coli DH5-a (10 pug), 13) ADNg P. aeruginosa (5 ug).

3.3.3.4 Busqueda de PKS en la biblioteca metagen6mica del acuifero de Yucatan
por hibridacion
Una vez comprobada la especificidad de la sonda, se procedié a la hibridacion la

biblioteca metagendmica del acuifero de Yucatan.

Como primer paso se realiz6 una prueba con cepas testigo para estandarizar el método
de hibridacion en colonia. Se utilizaron las cepas de P. luteola y la clona 1 (KP-PL) como
testigo positivo y como testigos negativos, una clona que contiene el vector pGEM t-easy
vacio y una clona de la biblioteca metagendémica cuyo inserto fue secuenciado y no
contiene, ningln gen identificable con homologia a las KS-PKS Tipo |. Ademas, se
utilizaron las cepas de E. coli DH5-a y EPI300.
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Como se observa en la figura 3.12, aunque las clona de E. coli pPGEM T-easy y la cepa de
EPI300 dieron sefial de hibridacién con la sonda-KS, es notoria la mayor intensidad de los
testigos positivos P. luteola (1T17) y E. coli pPGEMT-KS, la intensidad de la sefal varié
entre las clonas positivas, posiblemente porque la cantidad de ADN fijado no fue la misma
en cada uno de los caso.

P. luteola E. ColipGEM-T EPI300
(1T17) testigo (-) Testigo (-)

E. Coli E. ColipGEM-KS Fosmido PR-1
Testigo (-) Testigo (+) Testigo (-)

Figura 3.12 Evaluacion de la sonda en hibridacion en colonia con pruebas testigo positivas y
negativas. Quimioluminiscencia de las cepas y clonas testigo después de la hibridacion.

Como segundo paso, se tomaron 60 pL de cada uno de los 12 resguardos que dieron
positivos en la prueba de PCR con los oligonucle6tidos KP, y se plaquearon en cajas Petri
las cuales contenia medio LB-cloranfenicol. Al final se analizaron 6,000 clonas de la

biblioteca metagendmica de Yucatan.

Las clonas obtenidas fueron transferidas y organizadas en cajas con medio LB,
cloranfenicol y arabinosa (100 clonas/caja) y se incubaron por 24 horas a 37°C. Las 100

clonas por caja fueron transferidas, por contacto a la membrana de nylon y se hibridaron.

Como se puede observar en la figura 3.13 hubo mucho fondo en la hibridacion lo que
dificulté reconocer las clonas de la biblioteca que contuvieran fragmentos KS-PKS Tipo |.
Por lo tanto, se procedi6 a la seleccion de las clonas de la biblioteca metagenémica con

mayor intensidad de quimioluminiscencia.
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Figura 3.13 Hibridacion de la biblioteca metagendmica del acuifero de Yucatan. Presencia de
quimioluminiscencia y seleccion de las clonas de la biblioteca del acuifero de Yucatan (200 clonas)
después de la hibridacion con la sonda—KS.

En total se seleccionaron 500 clonas que se consideraron positivas y se inocularon
individualmente en 5 ml de medio LB-cloranfenicol y arabinosa para cultivarlas, durante 16
horas a 37°C. Posteriormente se les extrajo el ADN de los fésmidos y se analizaron en un

gel de agarosa (figura 3.14)

M123456789101112131415_
ot e =i 1 | v «;—1'7—-ir-1r—1v-—1r—1

s H-!uSQQQHHH
Low

20,000 pb

1500 pb

Figura 3.14 Ejemplo de la comprobacion de la extraccién de ADN de los fosmidos. Ejemplo
del desplegue del ADN del fésmido de 17 clonas en un gel de agarosa al 1%. Carril, M) Marcador
de ADN 1kb, 1-17) extraccion de ADN de fésmido de clonas positiva en la hibridacion.
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Una vez comprobada la integridad del ADN de los fésmidos, se realiz6 una amplificacion
por PCR punto final utilizando los oligonucleotidos degenerados KP y 5LL para validad la
presencia del fragmentos del gen KS-PKS Tipo | (figura 3.15).

En la figura 3.15, se observa un ejemplo del resultado de las amplificaciones con los
oligonucleodtidos degenerados KP y 5LL a partir del ADN de los fomidos donde las bandas
observadas son producto de la amplificacién del testigo positivo, del ADN plasmidico
obtenido de la clonal (KP-PL) (oligonucleétidos KP), de la dilucion 1/100 de clonal (KP-
PL) (oligonucleétidos KP), y de P. luteola (oligonucleotidos 5LL). Los resultados de las
amplificaciones realizadas utilizando como templado las clonas seleccionadas por

hibridacion en colonia fueron negativos.

Figura 3.15 Amplificacién por PCR del gen KS-PKS Tipo | a partir de clonas seleccionadas
por hibridacién en colonia de la biblioteca del acuifero de Yucatan. Despliegue del producto
de PCR obtenido con los oligonucleétidos KP y 5LL, en un gel de agarosa al 1% tefiido con 1
ug-mL™ de bromuro de etidio. Carriles M) marcador de ADN 1 KB, 1) Clona 1 (KP-PL), 2) P.
luteola-5LL, 3) Clona 1 (KP-PL) dilucién (1/100), 4-7) clonas de la biblioteca positivas por
hibridacion.
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3.4 DISCUSION

La busqueda de secuencias de interés en las bibliotecas metagendémicas o directamente
en el ADN ambiental aplicando métodos moleculares, es una practica muy extendida. Hay
reportes que describen metodologias para la recuperacion y andlisis de secuencias PKS
Tipo | a partir de muestras de ADN ambiental (Kaluzhnaya et al., 2012; Parsley et al.,
2011; Schirmer et al., 2005).

Aunque no se contaba con datos que relacionaran la actividad antimicrobiana
previamente reportada en las cepas de la coleccion P. luteola (1T17) y P. aeruginosa
(2T16) con la presencia de policétido sintasas, se decidio utilizarlas como cepas testigos.
Esto debidoa reportes de la presencia de los genes que codifican al complejo
multienzimatico PKS Tipo | en el genoma de una cepa del género Pseudomonas
(Keatinge-Clay, 2012). En el presente trabajo se validaron cuatro pares de
oligonucleétidos degenerados, que han sido descritos en trabajos anteriores para la
amplificaciéon de fragmentos de los dominios KS de las policétido sintasas Tipo | (Parsley
et al., 2011; Schirmer et al., 2005; Moffitt y Neilan 2001) y para la region inter modular
entre el dominio KS y la metil-malonil-CoA transferesa (AT) (Ayuso-Sacido y Genilloud,
2005).

La estandarizacion de las condiciones Optimas para el uso de los oligonucledtidos

degenerados fue importante para intentar reducir los falsos KS-PKS Tipo I.

Con base en los resultados se concluy6 que la Tm mas adecuada para este trabajo fue de
65°C para los oligonuclettidos KP y de 60°C para oligonucleétidos 5LL. Con estas
temperaturas se lograron amplificaciones de productos mas limpios (menos barrido) y
desaparecieron las amplificaciones inespecifica en el testigo negativo (E. coli EPI300). El
resto de los oligonucleétido investigados no pudieron ser utilizados ya que no pasaron las

pruebas de estandarizacion.

La mayoria de las secuencias recuperadas a partir del ADN metagenémico tuvieron mas
del 95% de identidad con respecto a las reportadas en la base de datos GenBank. Esto
indica que las secuencias recuperadas del gen KS son parecidas, pero no garantizan que
el producto final (policétido) sea el mismo compuesto ya reportado ya qué, para la sintesis
de un policétido, se necesita la participacion de otros médulos y el orden de éstos puede

diferir, produciendo una nueva molécula.
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En el presente estudio, a partir del ADN metagendmico solo se pudo recupera un grupo
de secuencias KS relacionas con el phylum Firmicutes a pesar de que la recuperacion de
secuencias KS de diferentes taxones, no deberia estar limitada por el grupo de
secuencias KS en las que se basa el disefio de los oligonucleétidos degenerados. Por
ejemplo, Ayuso-Sacido y Genilloud (2005) disefiaron oligonucleétidos degenerados con
secuencias de genes KS de actinomicetos y fueron capaces de recuperar secuencias KS
de los géneros Streptomyces, Micromonospora, Actinoplanes, Dactylosporangium,
Pilimelia, Catellatospora, entre otras.

El bajo numero de secuencias KS de diferentes taxones recuperadas a partir del ADN
metagenomico del acuifero de Yucatan, se puede deber al método de extraccién de ADN,
el cual da un sesgo a favor del fila Bacillus cuando se utiliza un método de lisis quimica
(detergentes o disolventes). Como se demostrd en los trabajos de investigacion de los
grupos Zheng y colaboradores en 2011, Kennedy y colaboradores en 2014, Kanagawa y
colaboradores en 2003, el tipo de método de extraccién de ADN y las condiciones de PCR
pueden favorecer el aislamiento de material gendmico de cierto grupo de bacterias.
Kennedy y colaboradores en 2014, reportan que un método de extraccion que involucre la
lisis celular por métodos quimicos, favorecera a grupos de bacterias gram-positivas. En
tanto si la lisis celular se lleva a cabo por métodos fisicos, el grupo de bacterias
favorecidas, seran del tipo gram-negativas. Esto debido a que los grupos de bacterias con
pared celular gruesa resisten mejor los procesos de lisis fisicas. Entre los resultados
obtenidos por Kennedy y colaboradores en 2014, a partir de muestras fecales, se
realizaron dos tipos de extraccion de ADN metagenomico, utilizando tres KlITs diferentes
(FastDNA1, FastDNA2 y MoBio). Observaron que existia un aumento significativo en las
secuencias relacionadas con Bacteroidaceae, Ruminococcaceae y Porphyromonadaceae,
al utilizar el KIT de MoBio, aunque la cantidad de ADN recuperado es menor que al utilizar
los otros dos KITs.

El blast contra la base de datos del NaPDoS, revelé que las secuencias recuperadas del
metagenoma tenian homologia con la KS de las policétido sintasas kirromicina
(antibidtico) y leinamycina (antitumoral), compuestos aislados de las bacterias
Streptomyces. Esta cerrada gama de homologias posiblemente indique el tipo de
producto que generaria la ruta de sintesis de la policétido sintasa, aunque no podriamos
determinar con certeza, por la falta del resto de la ruta de sintesis. El numero de

secuencias recuperadas por este meétodo, son comparables con las reportadas por
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Kaluzhnaya y colaboradores en 2012, quienes, al amplificar a partir de ADN
metagenomico de la comunidad bacteriana presente en la esponja de mar Lubomirskia
baicalensis. Obtuvieron 15 fragmentos de secuencias con homologia al gen KS-PKS de
varias policétido sintasas que posiblemente originan los compuestos estigmatellina,
Nostoficina y criptoficina, procedentes de grupos de microorganismos alfa, Beta y
Deltaproteobacterias.

La amplificacion directa a partir de los resguardos de la biblioteca metagendmica,
utilizando los oligonucleétidos KP y 5LL, fue una estrategia utilizada para conocer el
panorama para la recuperacion de clonas que contuvieran fragmentos relacionados con
los dominios KS-PKS Tipo I, sin la necesidad de escudrifiar cada clona individualmente.
La limitacién del método de analisis por amplificacion a partir de resguardos es que solo
indica que, de entre las aproximadamente 400 clonas contenidas en el glicerol de
resguardo, alguna contiene un fragmento de 700 pb homélogo a gen KS-PKS Tipo I. Por
tal motivo se realizé un analisis en el cual se pudieran identificar las clonas que
contuvieran los posibles fragmentos relacionados con los genes del dominio KS-PKS Tipo
| y, de esta forma, analizar los genes que se encontraran alrededor del fragmento del gen
KS.

El escrutinio por hibridacion en colonia para la bisqueda de fragmentos relacionados al
gen KS-PKS Tipo |, ha sido descrito en trabajos previos en los cuales se recuperaron
clonas que contenian varios modulos para la sintesis de policétidos (Parley et al., 2011,
Schirmer et al., 2005).

Al realizarse el montaje y verificacion del sistema por el método Southern blot, se
utilizaron el pGEM T-easy/KS como control positivo y ADNg de E. coli, EPI300 como
testigo negativo. Se descarté que la sonda reconociera secuencias homologas en el
cromosoma de la clona hospedera de la biblioteca metagenémica (E. coli, EPI300).
También se determin6 que la cantidad minima de ADN que genera sefial es de 100 ng de

producto de PCR y 2 ug para ADN plasmidico.

Aunque en el ensayo de hibridacion Southern blot la sonda Unicamente reconoci6 las
muestras positivas que contenian un fragmento del gen KS-PKS, en el analisis de
hibridacion por colonia, se obtuvo un alto fondo de inespecificidad, dificultado la seleccion
de las clonas positivas. Este tipo de inconvenientes tambien fueron reportados por

Schirmer y colaboradores en 2005, quienes publicaron una imagen con los resultados de
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la hibridacion realizada sobre un grupo de clonas de una biblioteca metagenémica en
busca de fragmentos del gen KS de las PKS Tipo I. Su imagen muestra baja
inespecificidad, aunque es evidente la diferencia entre las clonas positivas.

Las 500 clonas de la biblioteca que fueron seleccionadas por el método de hibridacion en
colonias fueron sometidas a una segunda prueba de verificacion para determinar por PCR
la presencia del gen KS-PKS Tipo I. Las 500 clonas dieron resultados negativos. En
trabajos anteriores Parsley y colaboradores en 2011, el 40% de las clonas recuperadas
por hibridacion no pudieron ser confirmadas mediante amplificacion por PCR, sin
embargo, en estudios posteriores el grupo determiné que, algunas si contenian un
fragmento del dominio KS-PKS Tipo I. Los autores consideraron que la falta de éxito en la
identificacion por PCR se debi6 a cambios en las regiones de empalme de los
oligonucleétidos dentro de las secuencias de las PKS, sin embargo, la hibridacién es

positiva porqgue comparten suficiente similitud con la sonda.

Teniendo en cuenta estos resultados las 500 clonas reconocidas en la hibridacion fueron
recuperadas y guardadas a -80°C, para futuros analisis, como: i) amplificacién con otros
oligonucleétidos degenerados, ii) secuenciacion completa de los inserto e identificacion de

genes que estén relacionados a la sintesis de compuestos antibioticos o antitumorales.
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4.1 INTRODUCCION

La metagendmica tiene el potencial de responder preguntas fundamentales de la ecologia
microbiana (Riesenfeld et al 2004), ya que, el andlisis molecular de las secuencias en
grandes bibliotecas metagenoémicas, proporciona informacién valiosa sobre las funciones
ecologicas de los microorganismos (Streit y Schmitz, 2004). La importancia de la
comprension de este potencial de los entornos complejos puede ser estimada en los
siguientes ejemplos. La bacteriorodopsina, que tiene la capacidad de generar un potencial
de membrana quimico-osmético en respuesta a la luz, nicamente se habia encontrado
en arqueas halofilas (Gartner y Losi, 2003). Sin embargo, el analisis de los fragmentos
recuperados directamente del metagenoma del bacterioplancton marino, sugirieron la
presencia de una bacteriorodopsina, en un microorganismo antes no reportado (Beja et
al., 2003, De la Torre et al.,, 2003). Otro ejemplo es la recuperacion de genomas
microbianos, a partir de microorganismos que son parcial o totalmente incultivables por el
método de “secuenciacion escopeta”’ (shotgun sequencing), que ofrece un enfoque muy
interesante para estudiar las comunidades microbianas. Por ejemplo, en el biofilm
acidofilico que crece en la superficie de un drenaje acido en el cual la recuperacion de
fragmentos de los genomas dio una mejor aproximacion a la estructura metabdlica de la
comunidad (Tyson et al., 2004). Esto fue posible principalmente a través de la
reconstruccion de los genomas microbianos presentes en este nicho. Para este fin, se
reconstruyeron los genomas casi completos de Leptospirillum y Ferroplasma. Un analisis
detallado de estos genomas permitié la reconstruccion de las rutas de fijacién de carbono
y generacion de energia, proporciono informacion sobre las estrategias para la

supervivencia en un ambiente 4cido (Streit y Schmitz 2004).

Streit y Schmitz (2004), mencionaron que se podia esperar que la cantidad de nuevos
genes identificados a través de las tecnologias metagendémicas excediera el nimero de
genes identificados mediante secuenciacibn de microorganismos individuales. Sin
embargo, el reto ahora no solo reside en la acumulaciéon de estas secuencias, sino en
entender la funcion de estos genes y proteinas novedosas dentro de los nichos

microbianos y su papel en los ciclos biogeoquimmicos globales.
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Una de las maneras de abordar la gran cantidad de datos obtenidos por la metagenémica
es por medio de analisis in silico, el cual permite aprovechar la secuenciacion del

metagenoma sin la necesidad de clonar el ADN en un vector (Meyer et al., 2008).

Los primeros pasos en este tipo de analisis implican la comparacion de los datos
obtenidos por secuenciacibn con bases de datos de secuencias conocidas y
caracterizadas (Meyer et al., 2008). Esta tarea, computacionalmente intensiva,
proporciona los datos basicos para muchos analisis posteriores, incluyendo
comparaciones filogenéticas, anotaciones funcionales, reconstrucciones metabdlicas, etc.
(Meyer et al., 2008). Para realizar la comparacion en las bases de datos publicas, en
busqueda de secuencias homdlogas se pueden emplear herramientas como: BLAST

(Basic Local Alignment Search Tool) y NaPDoS (Natural Product Domain Seeker).

El andlisis de una o varias secuencia con la herramienta BLAST es muy util como un
primer paso para determinar su homologia, ya que generalmente es muy rapido. Sin
embrago, presenta serias limitaciones para encontrar homélogos remotos que compartan
un mismo origen evolutivo pero que con el tiempo hayan divergido (Kent, 2002; Shpaer et
al., 1996). Esto es debido a que esta herramienta de comparacion de secuencias
determina las puntuaciones (scores) entre dos secuencias a partir de matrices de
substitucién generales como la BLOSUM62 (por sus siglas en inglés: BLOcks
SUbstitution Matrix) (figura 4.1), en las que se establecen cuales son los aminoacidos que
menos varian y qué mutaciones son las més frecuentes, entre otras. Sin embargo ésa es
una aproximacion limitada ya que las distintas posiciones de las secuencias tienen mayor
o0 menor importancia dependiendo de su relacién con la funcién (Stycznski et al., 2008;
Kent, 2002).

Existen distintas matrices BLOSUM como son; i) BLOSUMA45, ii) BLOSUM62 vy iii)
BLOSUM 80, las cuales se construyen a partir de alineamientos en donde las secuencias
se parecen al menos un 45%, 62% u 80%. La matriz mas usada es la BLOSUM62, en
teoria la BLOSUMBS8O0 proporcionaria mejores alineamientos cuando se trabaja con
secuencias cercanas y la BLOSUM45 con secuencias mas lejanas (Stycznski et al, 2008;
Henikoff S. y Henikoff J., 1992).

85



CAPITULO IV

Es importante mencionar que BLAST utiliza un algoritmo heuristico, por lo que no puede
garantizar que se haya encontrado la solucion correcta. Sin embargo, BLAST es capaz de
calcular la efectividad de sus resultados, por lo que provee al usuario de parametros para

juzgar la validez de los resultados que se obtienen (Madden T., 2013).
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Figura 4.1 Ejemplo de matriz de sustitucion BLOSUM®62 para alineamientos de proteinas.
Matriz realizada por matlab, donde: (*) columna con el minimo de score y las letras son los
aminoacidos (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Class/FieldGuide/BLOSUMG62.txt).

Las limitaciones que presenta la herramienta BLAST han motivado la busqueda de
nuevos métodos mas sofisticados de comparacion de secuencias entre los que podemos
mencionar los modelos ocultos de Markov (HMMs por sus siglas en inglés; Hidden Markov
Models)

La herramienta NaPDoS, esté disefiada para detectar y extraer secuencias homologas a
los dominios cetosintasas (KS) de los PKS. Esta base de datos cuenta Unicamente con
genes de productos reportados y en los que se ha demostrado su actividad biolégica
(Ziemert et al.,, 2012). La plataforma emplea como sistema de comparacion entre las

secuencias a los modelos ocultos de Markov (HMMs) (Ziemert et al., 2012).
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Los HMMs describen un proceso de probabilidad estocastico, el cual predice una
secuencia de eventos. Se llaman modelos ocultos debido a que hay procesos de
probabilidad subyacentes que no son observables directamente, pero que afectan la
secuencia de eventos generados (Ghahramani, 2001).

En los HMMs todo es una probabilidad estadisticamente calculada. Las puntuaciones de
los perfiles se reemplazan por eventos de probabilidades, las penalizaciones generales de
insercion y supresién de las matrices BLOSUM, se reemplazan por probabilidades de
transicion especifica entre los estados de coincidencia, insercion y eliminacion en los
HMMs. Hay distribuciones de probabilidad para todos los residuos de los aminoacidos
presentes en las inserciones (Bateman et al., 1998; Eddy, 1995). Todo esto hace que los
HMMs sean muy sensibles y potentes y, por lo tanto, pueden usarse para modelar grupos
muy grandes y diversos de secuencias, tales como super familias de proteinas (Bateman
et al., 1998). Entre las ventajas con las que cuentan este método estan: i) que es un
método fundamentado mateméaticamente, ii) no requiere un orden en las secuencias v, iii)
se puede utilizar informacion experimental. Pero, como todo método, cuenta con algunas
desventajas, como son: i) se necesitan al menos 20 secuencias para poder acomodar la
historia evolutiva y, ii) para construir un modelo se debe de tener antes una base de datos
de genes (Ghahramani, 2001; Bateman et al., 1998; Eddy, 1995).

El analisis in silico de metagenomas ha sido utilizado para la busqueda de genes
relacionados con la sintesis de compuestos antibidticos, como los policétidos en
diferentes comunidades microbianas, de diferentes ambientes con excelentes resultados
(Trindade-Silva et al., 2013; Zhao et al., 2011; Foerstner et al., 2008).

El dominio KS de las PKS Tipo | (KS-PKS 1) se ha utilizado para hacer una estimacion
efectiva de su diversidad y, en afios recientes, se ha utilizado para diferenciar con
precision las PKS modulares Tipo | dentro de los metagenomas complejos (Schirmer et
al., 2005). Los resultados de esta técnica han revelado que las PKS modulares Tipo | han
evolucionado por duplicacion, sin embargo la diversidad entre ellas se debe a la
recombinacion y reprogramacion de las funciones de sus dominios (Jenke-Kodama et al.,
2006).
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Utilizando andlisis filogenéticos se ha determinado la diversidad de genes PKS en
ambientes extremos como la Antértica (Zhao et al., 2008), los desiertos (Reddy et al.,
2012) y hasta en el intestino humano (Foerstner et al., 2008). La busqueda de estos
genes no solo se centra en los ambientes extremos, sino en ambientes tan comunes
como los sedimentos de las calles (Hill et al., 2014), y suelos agricolas (Hill et al., 2014,
Foerstner et al., 2008). La busqueda de genes PKS en ambientes marinos se ha centrado
principalmente en la exploracion de la flora microbiana simbidtica de organismos, como
las esponjas y, en los sedimentos del fondo marino (Khan et al., 2014; kaluzhnaya et al.,
2012; Trindade-Silva et al., 2012; Parsley et al., 2011; Foerstner et al., 2008; Kennedy et
al., 2008; Schirmer et al., 2005).

Este capitulo de la tesis se centra en el andlisis, con herramientas bioinforméticas de las
secuencias obtenidas a partir del ADN del acuifero de Yucatéan, para la busqueda de
secuencias KS de las PKS Tipo | y, su posterior analisis en conjunto con otros cuatro ADN

metagendmicos de ambientes de agua dulce.
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4.2 MATERIALES Y METODOS
4.2.1. Aislamiento del ADN metagenomico del acuifero de Yucatan

Para obtener el ADNe del acuifero de Yucatan, el cual se emple6 para la secuenciacion,
se colectaron 60 litros de agua por medio de una bomba (21.029151 N, -89.639267 W). El
agua se pasO a través de un pre-filtro de 5 pym de poro, para atrapar particulas
relativamente grandes y, posteriormente, por un filtro Sterivex de 0.22 um de diametro de
poro para la colecta de bacterias, ambos de la casa comercial MILLIPORE (Cat. No.
SVGVO010RS). Se adicionaron 1.8 ml de amortiguador de lisis (40 mM EDTA; 50 mM tris
pH 8.3; 0.75 mM de sacarosa) y 50 pL de lisoenzima (1mg/mL), al interior del filtro de 0.22
um y, posteriormente, se incubé a 37°C durante 45 minutos en movimiento constante. Se
adicionaron 50 pL de proteinasa K (0.2 mg.mL™) y 200 pL de SDS al 10% y, se incub6 a
55°C durante 1 hora con movimiento constante. Se recuperé el contenido del filtro
Sterivex (lisado) con una jeringa y se traspasé a un tubo cdénico (Falcon) de 15 mL. Al filtro
Sterivex, se le adicionaron 1 ml de amortiguador de lisis y se incub6 a 55°C durante 15
minutos; se recupero el mililitro y se colocé en el tubo cénico (Falcdén) que contenia los 2
ml de la mezcla anterior. A esta mezcla se le adicionaron 3 mL de fenol-cloroformo y se
mezcl6 aplicando vortex. Posteriormente se centrifugo a 5000 rpm durante 10 minutos. Se
recuperd la fase acuosa y se le adicionaron 3 mL de cloroformo el cual se mezclé
aplicando vortex. La mezcla se centrifugd a 5000 rpm durante 10 minutos y se recupero la
fase acuosa con cuidado de no llevarse nada de la fase organica. La fase acuosa se
concentré por medio de tubos centricon (centrifugal filter units 30 K) de la casa comercial
MILLIPORE (cat No 41237-IR-001) y se recuperé el contenido del tubo (ADN

metagenomico) para los analisis proximos.
4.2.2. Secuenciacién del metagenoma del acuifero de Yucatan

Utilizando la plataforma 454, fueron secuenciados 500 ng de ADN del metagenoma
extraido del acuifero de Yucatan segun la metodologia de Margulies y colaboradores en
2005, en la universidad de Utah (Roche Applied Science) (NCBI ID: PRINA243938; links
from BioProject: SRX512294).

89



CAPITULO IV

4.2.3. Metagenomas publicos

Para comparar los hallazgos en el metagenoma del acuifero de Yucatan, se comparo
contra otros cuatro metagenomas de ambientes oligotréficos publicamente disponibles en
la plataforma MG-RAST. Los metagenomas de agua sobre tapete microbiano rojo (Red
Mat; ID 4442466.3) y verde (Green Mat; ID 4441363.3) de Cuatro Ciénegas Coahuila,
México; el metagenoma del lago Gatin en Panama (ID 4441590.3) y el metagenoma de
agua del cenote Xcolac, Yucatan (ID 4536384.3). Todos estos metagenomas fueron
secuenciados con la tecnologia lllumina (BioSystems) y cumplen con las siguientes
caracteristicas: (i) aguas continentales, (ii) poco profundas y (iii) con bajos niveles de

nutrientes.
4.2.4. Analisis en la plataforma MG-RAST

El metagenoma del acuifero de Yucatan fue depositado, anotado y comparado con otros
cuatro metagenomas en la plataforma MG-RAST (ID 4503026.3) (Meyer et al., 2008).

El MG-RAST realiza un andlisis automatizado para los metagenomas y, como resultado,
proporciona conocimientos cuantitativos de las poblaciones microbianas con base en las
secuencias analizadas (Meyer et al., 2008). Para los analisis y comparaciones funcionales
se utilizaron los siguientes parametros: valor de corte E (expected value) de 10 E-4 y una
longitud minima de 30 pb con una identidad en la alineacion global mayor al 40%.

Para estimar la diversidad y riqueza de los niveles taxonomicos en los cinco
metagenomas, se utilizé el indice de diversidad Shannon, que es un promedio ponderado
de las abundancias relativas de las especies anotadas, basdndose en las proteinas
predichas en cada metagenoma. El sistema calcula la riqueza de las especies como el
antilogaritmo de la diversidad de Shannon. Las anotaciones a nivel de especie provienen

de todas las bases de datos que se utilizan como fuente de anotaciones en la plataforma.

4.2.5. Andlisis de datos taxonémicos en STAMP

Para comprobar si existen diferencias en la composicién taxonémica y niveles
metabdlicos de los cinco metagenomas se empleo el software STAMP (siglas en inglés:

Statistical Analysis of Metagenomes Profiles), el cual fue alimentado con los datos
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obtenidos de la asignaciones funcionales y niveles taxonémicos de la plataforma MG-
RAST.

El software STAMP se utiliz6 con las opciones predeterminadas para; i) calcular el
intervalo de confianza de las diferencias en los metagenomas mediante el método
Newcombe-Wilson vy, ii) obtener la relacion entre los metagenomas utilizando el estandar

asintonico de Newcombe-Wilson.
4.2.6. Busqueda de secuencias PKS Tipo |

Se emplearon las bases de datos de los metagenomas del acuifero de Yucatan, del lago
Gatun (Panama), de Xcolac Yucatan y Cuatro Ciénegas (Red Mat y Green Mat), para la
busqueda de fragmentos homdélogos a genes KS-PKS Tipo |, aplicando las herramientas
bioinformaticas prfectBLAST y NaPDoS.

Se utiliz6 la herramienta bioinformética prfectBLAST para busqueda in silico de las
secuencias homoélogas a KS-PKS Tipo |, utilizando a los cinco metagenomas como bases
de datos y, por medio de BLAST-N, se utilizaron como sondas 442 secuencias de
aminoacidos de KS-PKS Tipo |. De estas, 360 estan reportadas en la base de datos
NaPDoS (KS-PKS Tipo 1), 32 son KS-PKS Tipo | de actinomicetos incultivables (Zhao et
al., 2008) y 50 son secuencias KS-PKS Tipo | de Bacillus, reportadas en GenBank. Las
442 secuencias KS-PKS Tipo | fueron alineadas en el programa Molecular Evolutionary
Genetics Analysis (MEGA 6). El grupo de secuencias alineado fue cortado desde el
motivo PQQR hasta el aminoacido Histidina (H) 311, teniendo una longitud aproximada de
700 pb (240 aa). El fragmento contiene la cisteina (C) del centro catalitico que une al
grupo acetilo para su condensacion (figura 4.2).
TATVGMACRYPGGATSPTRLWHLVKSQTDAIGEFPTDRGWNLEQLYDPDPDRSGTSYTRSGGFLYDAGD
FDAAFFELSPREALAMDPOORLLLETTWETFEQGGIDPRSMRGSRTGVEVGINPEDYTTGYTHQPSNAV
EGYLLTGSAASIASGRISYNFGLEGPAITIDTACSSSLVALHLACQALRSGECTMALAGGASVMATPFEV
FTEFSROQRGLAADGRCKAFSAAADGTGWSEGVGMLLVERLSDARRNGHRVLAVVRGSAVNQDGASNGLT
APNGRSQVKVIRQALANAHLSPADVDAVEAHGTGTTLGDPIEAQALVEAYGQDRPNGRPLWLGTLKSNI

GHSMAAAGVGGVIKMVMALRNGLLPRTLHVDEPSPHVDWSAGAVQLLTETVPWPGGEGRLRRAGVSSFG
VSGTNAHVILEEAP

Figura 4.2 Ejemplo de uno de los fragmento del gen KS-PKS Tipo | utilizado para el
escrutinio in silico. El fragmento seleccionado (subrayado) como sonda tiene un tamafio de 720
pb (240 aa). De color amarrillo el motivo PQQR del extremo N terminal, de color rojo el centro
catalitico y las histidinas (H) de la triada catalitica.
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El analisis se llevo acabo por medio de un TBLASTN, ya que la bases de datos de cada
uno de los cinco metagenomas se encontraba en nucledtidos. Los parametro de
astringencia fueron: (i) valor esperado menor de 10 E-1 y valor minimo de identidad de 30
%.

Las cinco bases de datos de los metagenomas se analizaron en paralelo contra la base
de datos de la plataforma NaPDoS para recuperar secuencias homologas a los genes KS-
PKS Tipo | mediante el uso de modelos ocultos de Markov. Se utilizaron los siguientes
pardmetros: i) valor maximo permitido de error al comparar la secuencia problema con la
base de datos de HMMER de 0.1 (HMM e-value cutoff), ii) el tamafio de emparejamiento
minimo permitido de 100 aa (minimum match length) y iii) para la asignacion de la ruta de
sintesis un valor de error 0.1 (e-value cutoff) y permitir solo el emparejamiento con un

Unico dominio de la ruta (max db hits perdomain)
4.2.7. Construccion de contigs y anélisis BLAST

Los fragmentos de secuencias homoélogas a los genes KS-PKS Tipo | recuperados de
cada metagenoma fueron ensamblados individualmente con el software geneious 7.0.6,
empleando el método por traslape de secuencias y usando los parametros de alta

astringencia, un tamafio minimo de empalme de 30 pb y 95 % de identidad.

Una vez obtenidos los contigs, estos fueron utilizados para realizar una nueva busqueda
utilizando de nuevo a los metagenoma como bases de datos, con la finalidad de extender

mas la secuencia de cada contig.

Una vez ensamblados los contigs de cada metagenoma se utilizaron para realizar un
nuevo BLAST-X utilizando a GenBank como base de datos. De esta manera se
determinaron los homélogos de cada secuencia y se validé mediante un andlisis de sus

motivos especificos en las plataformas UniProtkb/Swiss-Prot y Pfam.

A todas las secuencias que tuvieron homologia con la KS-PKS Tipo |, se les determinaron
los marcos de lecturas abiertos (ORFs, por sus siglas en inglés) presentes mediante el
software Geneious y verificados en la plataforma Pfam. Las secuencias con los marcos de

lecturas determinados se utilizaron para realizar un alineamiento contra 169 secuencias
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de referencia (155 NaPDoS y 14 Bacillus) con un tamafio de 233 aa y asi, determinar si
contenian los motivos caracteristicos del dominio cetosintasas de la PKS: PQQ, CSS,

VAH, MGH (en negritas los aminoacidos que conforman la triada catalitica).
4.2.8. Construccién del arbol filogenético

El grupo de 391 secuencias recuperadas de los cinco metagenoma, identificadas como
gen KS-PKS Tipo | y, que contaban con la cisteina del sitio catalitico, se alinearon en el
programa MEGA 6, contra 18 secuencias obtenidas por amplificacion del metagenoma del
acuifero de Yucatan (capitulo 3) y 214 secuencias de referencia, con un tamafio de 140
aa (con la cisteina catalitica en el centro). Las secuencias de referencia utilizadas fueron:
156 secuencias de KS-PKS Tipo | relacionadas con la sintesis de productos naturales
(NaPDoS), cinco secuencias de FAS (&cidos grasos saturados) (NaPDoS), cinco
secuencias de PUFAS (por sus siglas en inglés: Poly-Unsaturated Fatty Acids) (NaPDoS),
seis secuencias de tiolasas (GenBanck), 14 secuencias KS-PKS Tipo | de Bacillus
(GenBanck), y 10 secuencias de PKS Tipo Il (GenBanck). Las PKS Tipo Il fueron
empleadas como ramas externas para arraizar la topologia del arbol filogenético. Se
construyo un arbol de maxima similitud con el modelo de substituciéon JTT. El arbol se
construy6 con un soporte bootstrap de 1000 y fue editado en el programa FigTree. Las
secuencias de los metagenomas que no cubrian un minimo del 70% del tamafio de las

secuencias de referencia fueron eliminadas para la elaboracion del arbol.
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4.3 RESULTADOS

4.3.1. ANALISIS DEL METAGENOMA DE AGUA SUBTERRANEA DEL ACUIFERO DE
YUCATAN EN LA PLATAFORMA MG-RAST

Cuando se desea analizar una muestra metagenémica es importante conocer el contexto
ambiental y biolégico de donde proviene. Por lo tanto, en la tercera parte de este trabajo
se planted la anotacién y analisis de las secuencias obtenidas por secuenciacién masiva
del metagenoma del acuifero de Yucatdn. Posteriormente, se determinaron las
singularidades del ambiente estudiado al compararlo contra otros cuatro metagenomas
provenientes de agua dulce y con caracteristicas fisico-quimicas similares: agua del lago
Gatun en Panama, Cuatro Ciénegas Coahuila, México (Red Mat y Green Mat) y agua

mesotrofica del cenote Xcolac.

Los andlisis y las asignaciones funcionales de las secuencias de los metagenomas
utilizando la plataforma MG-RAST han sido ampliamente empleados. Esta permite
obtener datos de la abundancia relativa de taxa microbiano y su relacion a nivel
metabdlico (Bonilla-Rosso et al, 2012; Peimbert et al., 2012; Trindade-Silva et al., 2012).
Con base en esto, se decidi6 emplear esta plataforma (MG-RAST) como herramienta para
tener un panorama general de la abundancia relativa de las especies dentro de las
comunidades microbianas, asi como el numero de secuencias relacionadas con genes del
metabolismo microbiano, en especial a la producciébn de moléculas con actividad

inhibitoria o toxica como los policétidos.

4.3.1.1. Andélisis en la plataforma MG-RAST

Mediante la pirosecuenciaciéon del metagenoma del acuifero de Yucatan se generé una
base de datos de 47 Mb de informacion, que contiene un total de 157,907 lecturas y una
cobertura de 14X (cuadro 4.1). El tamafio promedio de las secuencias fue de 320 pb
(NCBI ID:PRJINA243938; links from BioProject: SRX512294). La base de datos del
metagenoma del acuifero de Yucatdn se analiz6 y anot6 automaticamente en la
plataforma MG-RAST utilizando las bases de datos de GO Database, IMG, KEGG, NCBI
(ReFSeq & GenBank), SEED, UniProt, eggNOG, PATRIC, Silva y greengenes. De las

157,907 secuencias introducidas al MG-RAST, uUnicamente 55,924 (36%) secuencias
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pasaron el control de calidad (QC) y fueron el grupo de secuencias que posteriormente se

anotaron autométicamente para proseguir con los analisis.

El metagenoma del acuifero de Yucatan después de ser anotado, fue comparado contra
cuatro metagenomas de acceso libre alojados, analizados y anotados en la plataforma del
MG-RAST. Estos cuatro metagenomas fueron seleccionados por presentar caracteristicas
fisicoguimicas similares incluyendo por lo descrito en sus datos, ser ambientes
oligotréficos. Del andlisis de los cinco metagenomas se observd que el nimero de
secuencias gue tenian la calidad y el tamafio suficiente para generar informacion valiosa
variaba entre metagenomas. Estas variaciones se pueden deber a la implementacion de
diferentes métodos extraccion del material metagendémico y al método de secuenciacion
(lumina o 454 pyrosequequencing) empleado para cada una de muestras
metagendmicas. Se observd que las 296,355 (100%) secuencias del metagenoma del
lago de Panama y 9,921,136 (89.9%) secuencias del cenote de Xcolac superaron el valor
de calidad minimo establecido (QC). En tanto las secuencias que superaron el valor de
calidad minimo para el metagenoma de Cuatro Ciénegas Green Mat, fue de 378,795
(88%) y del metagenoma Red Mat fue de 208,636 (60%). EI metagenoma del cenote de
Xcolac presentd la mayor cobertura que fue de 266.8X, en contraste del metagenoma de
acuifero Yucatan que presentd la cobertura menor con 14.43X (cuadro 3.1). El
metagenoma del lago de Panama presento las secuencias con mayor longitud (1,063 pb)

y el metagenoma del cenote de Xcolac las mas pequefias (112 pb) (cuadro 4.1).

Cuadro 4.1 Namero de secuencias de los cinco metagenomas. Comparacion de ndamero y
calidad de las secuencias de cada metagenoma analizado en el MG-RAST.

Metagenomas secuencias Secuencias Longitud de la

Cobertura de

totales

que pasaron el

secuencia (bp)

la

QC

secuenciacion

estwede oo | (e | s | aesm
Soolac | 11040883 | g5 ag) e 2008
Green Mat 430,449 3(7858,01/07)2 202 18.7X

Red Mat 347,728 T 229 17.16X
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La plataforma MG-RAST proporcion6 los conocimientos cuantitativos de las poblaciones
microbianas presentes en los diferentes ambientes, lo cual permitié comparalas en cuanto
a su agrupacion taxonémica. La plataforma MG-RAST automaticamente calcula la
abundancia relativa de los diferentes niveles de las categorias taxonémicas, asi como en

los niveles de clasificacion funcional con referencia en las secuencias anotadas.

Utilizando los datos obtenidos de las secuencias anotadas del MG-RAST y empleando el
software STAMP para determinar las diferencias significativas. Se determiné que si
existian diferencias significativas a nivel phyla y metabolismo entre los datos del
metagenoma del acuifero de Yucatan, los datos de los otros cuatro metagenomas de

agua dulce.

Uno de los primeros parametros que se analizaron fue la abundancia relativa de cada una
de las categorias Taxondmicas (Dominio) presentes en los cinco metagenomas. El
analisis revel6 que no existian diferencias significativas a nivel taxonémico de dominio
entre los cinco metagenomas de agua dulce. Lo Unico que se puede inferir de estos datos
son los porcentajes que representan las secuencias dentro de cada uno de los
metagenomas con respecto a la distribuciébn de los dominios-taxonémicos y las

secuencias desconocidas (Figura 4.3).
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Figura 4.3 Anédlisis de la clasificaciéon taxondmica de las secuencias de los cinco
metagenomas. Comparacion de secuencias identificadas en los diferentes dominio en la
plataforma MG-RAST.

La distribucién y abundancia relativa de phyla bacterianos, se compararon entre los cinco
metagenomas Yy, se observl que las proteobacterias dominaban en los metagenomas del
lago de Panama, cenote Xcolac, Red Mat y Green Mat. El phylum mas abundante en el
metagenoma del acuifero de Yucatan fue Firmicutes (85%), seguido por el phylum de las
proteobacterias (7.3%) y en tercer lugar el phylum de las actinobacterias (3.7%) (Figura
4.4).
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Figura 4.4 Analisis de la abundancia de Phyla en los cinco metagenomas de aguas
continentales. Comparacion de secuencias identificadas dentro de los distintos Phyla bacterianos
en la plataforma MG-RAST. Los asteriscos arriba de las columnas indican diferencia significativa.

Exciten numerosos reportes que indican que en distintas familias (Streptomycetaceae) del
orden Actinomicetales cuentan con bacterias que son productoras proliferas de
metabolitos secundarios, entre ellos PKS (Brady et al., 2009). Por tal motivo fue
importante determinar la abundancia del phyla actinobacterias. Las secuencias anotadas
como phylum actinobacteria estan presentes entre los cuatro phyla mas abundantes en
los cinco metagenomas analizados, siendo menor en el metagenoma Red Mat con 4.5%
(figura 4.4). Si bien los metagenomas presentan variacién en la abundancia de los
diversos phyla, al analizar a nivel orden a las actinobacterias, se observd que todos los
metagenomas presentaron mas del 80% de Actinomicetales, indicando de forma indirecta
que estos ambientes ofrecen una alta probabilidad de encontrar genes relacionados a

policétido sintasas (Figura 4.5).
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Figura 4.5 Analisis de la abundancia del orden Actinobacteria en los cinco metagenomas de
agua continental. Comparacion de secuencias identificadas dentro de los distintos 6rdenes
bacterianos en la plataforma MG-RAST. Los asteriscos arriba de las columnas indican diferencia
significativa.

4.3.1.1.1. Andlisis de las categorias funcionales.

El siguiente andlisis fue la busqueda en los cinco metagenomas de secuencias

relacionadas con rutas para la sintesis de metabolitos secundarios, como las policétidos.

La clasificacién funcional de las secuencias se llevo a cabo en la plataforma MG-RAST la
cual, automaticamente realiza un BLAST con las base de datos GenBank, IMG, PATRIC,
RefSeq, SwissProt, KEEGG; SEED, eggNOG Y COG. En los resultados de la asignacion
de categorias funcionales de las 55,924 secuencias del metagenoma del acuifero de
Yucatan, al 1.4% (2,244) de las lecturas se les asigné una prediccibn para genes
ribosomales, y al 95.98% (53,680) una prediccion de genes codificantes de proteinas. De
estas Ultimas secuencias un total de 47,184 pertenecian a secuencias de proteinas
conocidas y, de éstas el 73.3% (34,590) tienen una funcion biolégica reconocida. Mientras
tanto, para los metagenomas del lago de Panama, Green Mat, Red Mat y Xcolac, el 11.8,
13.8, 4.1 y 3.5% de las secuencias, respectivamente, fueron asignadas como secuencias
ribosomales y el 87.8, 73.4, 55 y 38% de las secuencias respectivamente, fueron

asignadas a proteinas (cuadro 4.2).
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Cuadro 4.2 Analisis de las secuencias obtenidas de los cinco metagenomas
estudiados. En la tabla se presenta la asignacién de proteinas y el ndmero de
secuencias relacionadas a la ruta de biosintesis de policétido sintasas en los cinco
metagenomas, mediante la plataforma libre MG-RAST, la cual utiliza una comparacién
contra nueve bases de datos.

. NUmero de
NUmero de . . .
: Secuencias proteinas proteinas
. secuencias hy
META- Secuenglas con _con Tota[de con relacion-
de proteinas . . asignacion proteinas clasifica- nadas a
GENOMA - asignacion . . - .
ribosomales d . de proteina predicha cion genes
e proteina . ;
) desconocida funcional PKS
conocida . .
o hipotéticas
Acuifero
2,244 49,895 3,785
de - P 47,184 34,590 47
Yucatan (1.4%) (31%) (2.4%)
Cenote 347239 5,041,112 4,210,042
Xcolac (3.5%) (45.7%) (38.1%) 6,850,090 2,635,126 634
Lago de
, 34,999 256,128 5,228
Panama (11.8%) (86%) (1.8%) 340,669 197,162 115
Green Mat 59,562 103,178 212,432
(13.8%) (24.0%) (49.4%) 325,172 8,575 214
Red Mat 14,221 (151,984) 42,383
(4.1%) (43%) (12.2%) 143,712 84,935 88

El metagenoma qué presentd el mayor porcentaje de secuencias con identidades con
proteinas fue el del lago de Panamd, seguido del de Cuatro Ciénegas (Red Mat). El
metagenoma de Cuatro Ciénegas (Green Mat) presentdé el mayor porcentaje de
secuencias con asignacion de proteinas desconocidas o hipotéticas (cuadro 4.2). En tanto
el metagenoma que presentd mayor nimero de proteinas con funcién asignada fue el
metagenoma del acuifero de Yucatan 29.31% (34,590) (cuadro 4.2).

Al analizar las secuencias relacionadas a nivel de subsistemas de metabolismo, las
distribuciones y abundancias son muy similares entre los cinco metagenomas (figura 4.6).
Entre las diferencias mas notables entre los subsistemas se pueden mencionar: 1) En el
metagenoma de Cuatro Ciénegas (Red Mat) hay abundancia en las secuencias
relacionadas con la categoria funcional de virulencia, enfermedad, defensas, adquisicion y
metabolismo de hierro con el 5.7%. 2) En el metagenoma del acuifero de Yucatan son
abundantes las secuencias relacionadas con el metabolismo de sulfatos, dormancia y

esporulacion con el 1.7%. En tanto, el metagenoma del cenote Xcolac presenté un alto
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porcentaje de secuencias relacionadas con la sintesis de amino&cidos y derivados con el
9.2%. A diferencia del metagenoma del acuifero de Yucatén, el metagenoma de Xcolac
contiene secuencias de genes relacionados a la fotosintesis (0.1%), lo cual es explicable
porque este Utimo cenote es abierto y los rayos del sol penetran el agua. En el
metagenoma del lago de Panama fueron abundantes las secuencias relacionadas con los
subsistemas de plasmidos, elementos transponibles, fagos y profagos con el 4.5% (figura
4.6).
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Figura 4.6 Analisis de la distribucién de genes a nivel metabolismo en los cinco
metagenomas de agua continental. Comparacion de secuencias identificadas dentro de los
distintos metabolismos representados en el nivel 1 de subsistemas de la plataforma libre MG-
RAST. Los asteriscos arriba de las columnas indican diferencia significativa.

Mientras que el metagenoma de Red Mat cuenta con la mayor abundancia de secuencias
relacionadas a la sintesis de antibidticos, citostaticos y los factores de diferenciacion con

7.3% en relacién al total de secuencias para metabolismo secundario, el metagenoma del
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acuifero de Yucatan cuenta con el menor porcentaje de genes a este nivel, con solamente

0.9% en abundancia (figura 4.7).
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Figura 4.7 Analisis de la distribucién de genes a nivel de metabolismo secundario de cinco
metagenomas de agua continental. Comparacion de secuencias identificadas dentro de los
distintos metabolismos secundarios representados en el nivel 2 de subsistemas de la plataforma
libre MG-RAST. Los asteriscos arriba de las columnas indican diferencia significativa.

Los andlisis en la plataforma MG-RAST sugieren que el metagenoma con menos
secuencias relacionadas con los genes PKS es el metagenoma del acuifero de Yucatan
con solo 47, mientras que el mayor numero de estas secuencias se encuentran en el

metagenoma de Xcolac con 634 secuencias.
4.3.2. Estimacion de la diversidad de genes KS-PKS Tipo |.

Para estimar la diversidad de los genes KS-PKS Tipo | en los cinco metagenomas, se
procedid a la recuperacion de secuencias homélogas al dominio cetosintasa de las PKS
Tipo |, utilizando el software prfectBLAST (Santiago-Sotelo y Ramirez-Prado 2012) y la
plataforma NaPDoS (Ziemert et al., 2012).
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Empleando el software prfectBLAST para la busqueda de secuencias KS, utilizamos todas
las secuencias de cada uno de los metagenomas por separado como base de datos y
como sonda a las secuencias KS de las PKS Tipo | obtenidas de la base de datos
NaPDoS. Se recuperaron 125 secuencias del metagenoma del acuifero de Yucatan, 232
secuencias del metagenoma del Lago de Panama, 39 secuencias del metagenoma del
cenote Xcolac, 77 del metagenoma de Cuatro Ciénegas Red Mat y 127 del metagenoma

de Cuatro Ciénegas Green Mat.

Por otro lado, empleando la plataforma NaPDoS que utiliza un sistema de busqueda por
modelos ocultos de Markov para la recuperacion de secuencias evolutivamente distantes,
se recuperaron 48 secuencias del metagenoma del acuifero de Yucatan y 255 secuencias
del metagenoma del lago de Panama. No se recuperaron secuencias de los
metagenomas del cenote Xcolac y cuatro Ciénegas (Green Mat y Red Mat), debido a que
mas del 90% de las secuencias no cumplen con el tamafio minimo de 300 pb (100 aa) de

longitud que exige la plataforma para hacer la comparacion.

Las secuencias recuperadas empleando el software prfectBLAST y la plataforma NaPDoS
fueron unidas en archivos Unicos correspondientes para cada uno de los cinco
metagenomas. Los cinco archivos que contenian las secuencias homologas al gen KS de
las PKS Tipo | de cada metagenoma, fueron analizados individualmente en busqueda de

secuencias repetidas.

Después de realizar la depuracion de las secuencias KS de las PKS Tipo | repetidas en
cada uno de los archivos de los cinco metagenomas, se recuperaron 130 (0.08 %)
secuencias a partir del metagenoma del acuifero de Yucatan, 39 (0.0003%) secuencias a
partir del metagenoma del cenote Xcolac, 291 (0.1 %) secuencias a partir del
metagenoma del lago de Panama, 127 (0.03%) secuencias a partir del metagenoma de
Cuatro Ciénega Green Mat y 77 (0.022%) secuencias a partir del metagenoma Cuatro
Ciénega para Red Mat. Entre los cinco metagenomas se recuperaron en total 664

fragmentos con un tamafos que van desde los 100 hasta 1,000 pb (cuadro 4.3).

103



CAPITULO IV

Cuadro 4.3 Nimero de secuencias KS-PKS Tipo | recuperadas de cada uno de los cinco
metagenomas utilizando prfectBLAST y NaPDoS.
% de

No. de contigs

Secuencias No. de formados No. de
Metagenomas recuperadas secuencias (secuencias secuencias que
9 (total de homdlogas a KS individuales que los no formaron
secuencias del de PKS Tipo | formang contigs
metagenoma)
Acuifero de 0.08 % 125 (pb) 20 7
Yucatan (157,883) 5 (NP) (123)
Cenote 0.0003% 39 (pb) 2 35
Xcolac (11,040,883) 0 (ND) (4)
Lago de 0.1% 232 (pb) 49 135
Panama (296,355) 59 (ND) (156)
0.03% 127 (pb) 14
Green Mat (430449) 0 (ND) (34) 93
0.022% 77 (pb) 11
Rl bk (347.728) 0 (ND) (52) 2
pB; prfectBLAST
ND; NaPDoS

Una vez obtenidas las secuencias homologas al dominio cetosintasa de PKS Tipo | de
cada uno de los metagenomas, se procedié a realizar el ensamble de contigs. Cada
archivo de secuencias perteneciente a los metagenomas se procesoé individualmente para

asegurar que el ensamble fuera Unicamente con las secuencias de dicho metagenoma.

Del ensamble se obtuvieron 20 contigs y 7 secuencias individuales para el metagenoma
del acuifero de Yucatan, 2 contigs y 35 secuencias individuales para el metagenoma del
cenote Xcolac, 49 contigs y 135 secuencias individuales para el metagenoma del Lago de
Panama, 14 contigs y 93 secuencias individuales para el metagenoma de Cuatro
Ciénegas Green Mat y, 11 contigs y 25 secuencias individuales para el metagenoma de
Cuatro Ciénegas Red Mat. En total entre los cinco metagenomas se obtuvieron 295

secuencias individuales que no se pudieron ensamblar y 96 contigs (anexos 4.1).

A los 96 contigs y 295 secuencias individuales se les realizé BLAST-X en la base de datos
GenBank. A todas las secuencias y contigs se les valido la homologia mediante
UniProtkb/Swiss-Prot y Pfam. A las secuencias y contigs se les determiné un marco de
lectura abierto mediante el software Geneios y se corrobor6 en la plataforma Pfam, para

ser utilizadas en los andlisis filogenéticos.
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El BLAST-X revel6 que las secuencias obtenidas a partir de los cinco metagenomas
presentaron homologia principalmente con los genes de tiolasas, FAS y policétidos
sintasas (dominios KS, ACP y At), donde: las tiolasas fueron representadas por 74
secuencias, el dominio ACP de PKS por 163 secuencias y PKS (AT, KS) por 76
secuencias, por mencionar algunos. EI metagenoma Green Mat fue el que present6 el
mayor nimero de secuencias con homologia con genes KS-PKS Tipo I, seguido por el
metagenoma del lago de Panama (anexos 4.2). Los porcentajes de identidad de las
secuencias que presentaron homologias a genes KS-PKS Tipo | de los cinco
metagenomas van de 29 a 94%. El 10 % de las secuencias recuperadas entre los cinco
metagenomas no presentaron homologia con ninguno de los genes reportados en las
bases de datos publicas o simplemente eran proteinas hipotéticas. La secuencia EWNBG
recuperada del metagenoma del acuifero de Yucatan, no cuenta con la cisteina (C) en el
sitio catalitico ya que se alinea hacia la regiéon 3’ con una alta identidad al dominio KS-

PKS Tipo | involucrada en la sintesis del antibiético Nistatina.

Las secuencias recuperadas de los cinco metagenomas presentaron homologia con las
secuencias KS de bacterias del genero Bacillus, Acinetobacter sp., Aliivibrio salmonicida,
Clostridium acetobutylicum, Coxiella burnetii, Dictyostelium discoideum, Escherichia coli,
Mycobacterium, Pseudomonas sp., Ralstonia eutropha, Rhizobium, Staphylococcus,

Synechocystis, y Vibrio, entre otras.
4.3.3. Analisis filogenético

Los resultados obtenidos a partir del BLAST contra las bases de datos de GenBank, las
plataformas UniProtkb/Swiss-Prot y Pfam, fueron corroborados mediante un analisis
filogenético, para determinar la relacion existente entre las secuencias recuperadas de los
cinco metagenomas y las secuencias KS-PKS Tipo | reportadas en las bases de datos

NCBI y NaPDoS vy, de esta forma, descartar falsas secuencias KS-PKS Tipo I.

Las 391 secuencias (contigs y secuencias individuales) recuperadas entre los cinco
metagenomas, se tradujeron a su secuencia de aminoacidos y fueron alineadas contra
214 secuencias de KS-PKS Tipo | obtenidas en las diferentes bases de datos publicas

(seccién 4.2.8).
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Después del alineamiento de las 391 secuencias recuperadas de los cinco metagenomas,
se observd que solamente 164 de ellas contaban con la cisteina (C) del centro catalitico
(GPXXXXXTACSS) o alguna de sus sustituciones reportadas como la serina (S),
glutamina (Q) y Alanina (A). Unicamente estas secuencias fueron seleccionadas para la
construccién del arbol filogenético, ya que el motivo C es crucial para la actividad
enzimatica de las KS-PKS Tipo |. Se observd que ninguna de las secuencias del
metagenoma de cenote Xcolac cumplia con la presencia de la cisteina o sus variantes del
centro catalitico y que ademas se alineaban hacia los extremos 5’ y 3’ de las secuencias
KS-PKS Tipo | utilizadas como referencia (NaPDoS y GenBank). Esto se puede deber a
que las secuencias del metagenoma Xcolac tenian un tamafio de 100 pb y aun armando
contigs no se logro confirmar la presencia del centro catalitico de KS-PKS Tipo |I.

Para la construccion del arbol filogenético de maxima verosimilitud, se determino
mediante la herramienta model del software Mega 6, que el mejor modelo de sustitucion
para el conjunto de datos (secuencias ks recuperadas de los cinco metagenomas) fue
JTT. Las 164 secuencias obtenidas de los cinco metagenomas y las 18 secuencias
obtenidas por amplificacién (capitulo 3) fueron alineadas en formato de aminoacidos
contra las 214 secuencias de referencia, de las cuales: 156 secuencias fueron de KS-PKS
Tipo | (los dos primeros representantes KS de cada ruta de sintesis), 16 KS-PKS Tipo Il y
cinco de PUFAS, ambos grupos de secuencias reportadas en la base de datos NaPDoS.
Ademas, se encontraron seis secuencias de tiolasas, 10 de KS-PKS Tipo Ill y 14 KS de
Bacillus sp. ambos grupos de secuencias reportadas en el GenBank (las primeras KS-
PKS Tipo | no repetidas). Las secuencias KS-PKS Tipo Il obtenidas del GenBank, fueron

utilizadas como rama externa.

Las secuencias se agruparon en siete grandes clados; KS-PKS Tipo I, Tiolasas, KS-PKS
Tipo 1l, KS-PKS Tipo Ill, PUFAS, secuencias relacionadas con las KS-PKS | y secuencias

relacionadas a las KS (figura 4.8).

Las secuencias recuperadas a partir del metagenoma del acuifero de Yucatan por el
método in silico, se posicionaron en el clado de las tiolasas. Sin embargo, las secuencias
KS-PKS Tipo |, amplificadas por PCR a partir del ADN metagendémico del acuifero de

Yucatan (capitulo 3), se agruparon en el clado de KS de B. subtilis. El clado de las
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secuencias KS-PKS Tipo | de B. subtilis esta emparentado con la rama filogenética de las
secuencias PKS Tipo | de productos naturales (figura 4.8).

El metagenoma Green Mat (Cuatro Ciénegas) presentd 16 secuencias relacionadas con
las KS-PKS Tipo | de productos naturales, dos de ellas emparentadas con las KS de una
policétido sintasas hibrida (PKS/NPRS), que sintetiza curacina un lipopéptido de la
cianobacteria Lyngbya majuscula. Este compuesto es capaz de bloquear los canales de
sodio y es un fuerte téxico para los peces. A diferencia, el metagenoma de Red Mat
(Cuatro Ciénegas) que presentd solamente 2 secuencias relacionadas con las KS-PKS
Tipo | de B. subtilis.

En el metagenoma del lago de Panama se observé que la mayoria de las secuencias
estan emparentadas con KS-PKS Tipo Il y tiolasas, solamente cinco secuencias quedaron

en el clado de secuencias relacionadas a KS-PKS Tipo | (figura 4.8).

107



108

CAPITULO IV

O LT
\‘6\‘1\,‘\‘\‘}}}\‘\‘:\‘,‘\‘,}3{&\\%’3\‘“!23igs I
\\‘\\“&:‘\}\\\3&\\.\“\\ v
R

3t

1 xumxli!!’5!!;'1!!]][1{,52:;{!%';;//,/

24y,
Wi,

T
A
i ““‘\%}\\}}“ o

i

[ ks-GREEN MAT [l Ks-YUCATAN
I KS-RED MAT I xs-cLONEs
[ KS-PANAMA LAKE

Reference sequences
(NaPDoS & GenBank)

Figura 4.8 Arbol de maxima verosimilitud de KS-PKS I. Se utilizaron 164 secuencias obtenidas
de los metagenomas y 18 secuencias obtenidas por amplificacién y 212 secuencias de referencia.
De ellas, 155 son de KS-PKS Tipo I, 16 KS-PKS Tipo Il y cinco de PUFAS reportadas en la base

de datos NaPDoS, seis de tiolasas, 10 de KS-PKS Tipo Il y 14 KS de Bacillus sp. reportadas en el
GenBank. Las secuencias KS-PKS Tipo Il fueron utilizadas como rama externa.
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4.4 DISCUSION

En este capitulo se tuvo como objetivo analizar la diversidad de los dominios cetosintasas
del complejo multienzimético policétido sintasas en los microorganimos de vida libre
presentes en cuerpos de agua dulce. Con ello, se determind la presencia y variedad de
estos genes den la comunidad microbiana. Para el andlisis de las comunidades
microbianas del acuifero de Yucatan, este tipo de enfoque no habia sido empleado con

anterioridad.

Las bacterias son consideraras una de las principales fuentes de metabolitos secundarios
en el planeta. Hay extensos estudios de microorganismos productores de metabolitos
secundarios de importancia industrial y farmacéutica (Bérdy 2012; Clardy et al., 2006).
Los Streptomyces (Actinobacteria) son el género bacteriano con la mayor diversidad de
produccion de metabolitos secundarios reportados en la literatura y, poseen varias rutas
metabdlicas para su biosintesis (Bérdy, 2012; Ginolhac et al., 2004; Omura et al., 2001).
Por lo tanto, la presencia de las Actinobacterias en los metagenomas podria tomarse
como un indicio de la presencia de policétidos en los diversos ambientes analizados.
Debido a esto, el primer paso en el analisis fue determinar la abundancia relativa de los

principales phyla bacterianos en los cinco metagenomas.

Al comparar los cinco metagenomas, se determind que son abundantes los taxas de
heterotrofos, compuestos en su mayoria por phyla de Proteobacterias, Actinobacterias y
Firmicutes. Aunque el metagenoma de Green Mat presenté una alta abundancia de taxa
autotrofas representadas en su mayoria por el phylum de las Cianobacterias. La mayor
abundancia de bacterias heterétrofas o autotréficas en los metagenomas depende las
limitaciones nutrimentales en cada ambiente, como lo demostré Peimber y colaboradores
en 2012, quienes analizaron y compararon los metagenomas de dos ambientes con
diferente limitacién nutrimental (Red Mat y Green Mat). Observaron que el metagenoma
Red Mat, el cual estd limitado en fosforo, predominaban las bacterias del phylum
Pseudomonas. En cambio, en el metagenoma Green Mat el cual esta limitado en Nitratos,
predominaban los phyla Proteobacterias y Cianobacterias. Estos resultados de las

abundancias taxonémicas concuerdan con los encontrados en nuestros andlisis.
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Existen reportes de la amplia distribucién de genes PKS Tipo | en los phyla encontrados
en los cinco metagenomas. Como lo demostraron Whang y colaboradores en 2014
qguienes encontraron 3,339 cllsteres de genes PKS y NRPS (Non-Ribosomal Peptide
Synthetase), a partir del analisis de 2,699 genomas de microorganismos pertenecientes a
los tres dominios de la vida (eucariotas, bacterias y arqueas), los grupos de phyla con
mayor nimero de estos genes fueron las Proteobacterias, Actinobacterias, Firmicutes y
Cianobacterias.

La presencia del phylum Firmicutes en el metagenoma del acuifero de Yucatan, es
consistente con lo reportado en la literatura para lagos de agua dulce, oligotroficos y de
pH alcalino, como lo demostré Mesbah y colaboradores en 2006 para el lago oligotréfico
hiper-salino de Wadi Al Natrun, en el Cairo, Egipto. Ellos analizaron 769 clonas de una
biblioteca de rRNA 16s, construida a partir de muestras de agua y sedimentos. A partir de
esta biblioteca obtuvieron 345 unidades taxondémicas operacionales (OTUs: Operational
Taxonomic Units) y observaron que en las comunidades bacterianas de la muestra de
agua predominaba el phylum Firmicutes y en las muestras de sedimentos predominaban

el phylum a-Proteobacterias (Mesbah et al., 2006).

El phylum Firmicutes es productor de metabolitos secundarios con actividad
antimicrobiana, antifingica, toxica, entre otras (Aleti et al., 2015). La mayoria de las
especies son sapréfitas y se encuentran en el suelo, pero existen reportes de Firmicutes
del género Bacillus que sintetizan metabolitos con importancia industrial, aislados a partir
de ambientes marinos, por ejemplo; el aislamiento a partir de corales blandos (kapley et
al.,, 2007) y esponjas (Hentshel et al., 2001; Prokofeva et al., 1999). Zhang vy
colaboradores en 2009 identificaron por PCR 18 cepas bacterianas que contaban con la
presencia de genes KS-PKS Tipo |, las cuales fueron aisladas a partir de 98 cepas
obtenidas de las microbiotas de las esponjas marinas Stellatta tenuis, Halichondria
rugosa, Dysidea avara y Craniella australiensis. Al realizar la identificacion taxondémica
observaron que tres de los aislamientos pertenecias al phylum Proteobacterias y 15
phylum Firmicutes, en especifico 14 al género Bacillus sp. y uno al género
Staphylococcus lentus. También determinaron que los 18 aislamientos bacterianos

producian moléculas con actividad antimicrobiana contra hongos, bacterias gram-positiva
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y bacterias gram-negativa (Zhang et al, 2009). Estos resultados apoyan la idea que el
phylum Firmicutes es una posible fuente de nuevos genes policétido sintasas Tipo |I.

A pesar de las diferencias en la riqueza, la diversidad y abundancia de las principales
especies en los cinco metagenomas, la abundancia relativa de las proteinas con funcion
metabdlica en lo general es similar, mostrando Unicamente diferencias significativas en los
grupos de genes especializados como en los genes de fotosintesis, citostaticos,
antibiotico, entre otros. Estos grupos de genes especializados en ocasiones otorgan a los
microorganimos ventajas evolutivas para dominar en los diferentes ambientes a los que
pertenecen. Hay que tener en cuenta que Unicamente se analizé la presencia de los
genes y por lo tanto, desconocemos si estos se estan expresando, por tal motivo, para
determinar las variaciones a nivel metabdlico, se tendria que profundizar en la expresion

de estos grupos de genes.

Las diferencias observadas en ciertas categorias funcionales, al parecer estan
determinadas por las caracteristicas del ambiente y al phylum dominante. Estas
diferencias se observan muy marcadas en el metagenoma del acuifero de Yucatan, por la
falta de genes relacionados con la fotosintesis y el alto nUmero de genes relacionados a la
esporulacion. Esto puede deberse a que el acuifero es un ambiente subterraneo, donde la
luz es nula y el phylum dominantes son los Firmicutes. Peimbert y colaboradores en 2012
compararon metabdlicamente los metagenomas de Green Mat y Red Mat, los cuales
como se menciond anteriormente, provienen de ambientes con diferentes limitaciones
nutricionales. La principal diferencia que observaron fue en la abundancia de genes
relacionados al transporte y metabolismo de iones inorganicos, que son mas abundante
en el metagenoma de Red mat, el cual proviene de un ambiente limitado en fosforo
(Peimbert et al., 2012). Estos resultados concuerdan con los encontrados en nuestros

analisis para este ambiente.

No obstante, la aparicion de estos conjuntos de funciones metabdlicas similares, suelen
ser comunes en las comparaciones entre metagenomas y la informacion generada es
insuficiente para caracterizar metabdlicamente un ambiente. Urich y colaboradores en
2008, utilizaron un enfoque meta-transcriptomico centrado en el ARN para obtener

simultdneamente informacidn sobre la estructura y funcién de comunidades microbianas
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del suelo y de esta forma sortear la limitacion de emplear Unicamente las secuencias

obtenidas por métodos metagendmicos para la determinacién metabdlica de un ambiente.

Después de determinar que el phylum Firmicutes es el mas abundante en el metagenoma
del acuifero de Yucatan, se analizd la presencia de rutas de sintesis de metabolitos
secundarios como los policétidos y se compraron los hallazgos encontrados contra otros
cuatro metagenomas. En primer lugar se analizé los datos obtenidos a partir de las
comparaciones en la plataforma MG-RAST y luego se trabajando directamente en las
bases de datos de cada uno de los cinco metagenoma empleando el software
prfectBLAST y la plataforma NaPDoS.

La busqueda de secuencias relacionadas con los genes PKS Tipo | en el MG-RAST,
proporciond una primera aproximacion de la diversidad en cada uno de los cinco

metagenomas.

A partir del metagenoma del acuifero de Yucatan, se obtuvo el menor numero de
secuencias que fueron anotadas como proteinas que participan en las rutas de sintesis,
transporte y modificacion de PKS. Sin embargo, estos resultados solo dan una
aproximacion del posible nUmero de secuencias que se encuentran relacionadas con la
via de sintesis de un policétido y no necesariamente a los genes pertenecientes a los

dominios de las proteinas multienzimaticas policétido sintasas.

La baja presencia de genes PKS Tipo | en el metagenoma del acuifero de Yucatan no es
desalentadora, ya que los resultados en la plataforma MG-RAST muestran Gnicamente
una aproximacién de los genes conocidos y anotados en las base de datos publica,

descartando los posibles genes nuevos.

Para extender la busqueda de genes que puedan estar involucrados en la sintesis de PKS
Tipo |, se proces6 cada una de las base de datos de los cinco metagenomas de forma
individual. Utilizando el software prfectBLAST vy la plataforma NaPDoS, empleando como
sondas un grupo de secuencias del dominio KS de las PKS Tipo | como se describe en

materiales y métodos.

En cada uno de los cinco metagenomas se recuperaron secuencias homologas al gen del

dominio KS de las PKS Tipo I. Muchos de los fragmentos exhibieron identidad menor al
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80% con las secuencias reportadas en las bases de datos UniProtkb y Swiss-Prot. Estos
datos del porcentaje de identidad concuerdan con lo reportado en los analisis de genes
KS-PKS Tipo | recuperados a partir de metagenomas de diferentes ambientes como: Los
sedimentos de la Antartica, los suelos agricolas y la esponja de agua dulce Lubomirskia
baicalensis (Kaluzhnaya 2012; Parsley 2011; Zhao et al., 2008).

Todas nuestras secuencias recuperadas contaban con al menos dos de los tres motivos
caracteristicos de la KS-PKS Tipo | (CSS, VEH, IGH) descritos en los trabajos de
Keatinge-Clay en 2012, y Moffitt y Neilan, en 2001.Algunas de las secuencias contaban
con el motivo PQQ caracteristico de las KS provenientes de las bacterias Streptomyces
(Moffitt y Neilan 2001). Estos resultados sugieren que las bacterias asociadas a los
metagenomas del acuifero de Yucatadn, cenote Xcolac, lago de Panama y cuatros

Ciénegas (Green Mat y Red Mat), contienen secuencias PKS Tipo .

Se observd que muchas de las secuencias anotadas como policétido sintasas no
contenian la cisteina del domino catalitico, puede ser debido a que empalmaban hacia los
extremos N y C terminal o que las secuencias simplemente no poseen el aminoacido
cisteina (C) y en su lugar contaban con otro aminoécido, que no correspondia a ninguna
de las sustituciones reportadas en la literatura, como la serina (S), la glutamina (Q), y la
alanina (A), los cuales son capaces de mantener la actividad enzimética de condensacion
del dominio KS. Este grupo de secuencias sin la cisteina fueron consideradas como falsos
positivos y no fueron empleadas para el analisis filogenético. Sin embargo, no debemos
descartar todas ellas ya que entre las secuencias que empalmaron hacia los extremos N y
C terminal, podemos mencionar el contig 8 y EWNBG pertenecientes al metagenoma del
acuifero de Yucatan que presentaron 54 y 60% de identidad con la secuencia PKS Tipo |
para la sintesis del fenol phthiocerol de la bacteria Mycobacterium tuberculosis H37Rv.
Este policétido es un acido graso que se incorpora en la membrana y tiene un papel en la
resistencia de la bacteria hacia dafios quimicos o enziméticos (Daffé y Laneelle 1988;
Cole et al., 1998). La presencia de este grupo de PKS Tipo | en algunas de las bacterias
del acuifero de Yucatan se puede deber a una adaptacion para los elevados niveles de

pH caracteristicos en algunos puntos del acuifero.

Para discriminar entre las PKS verdaderas y PKS no verdaderas, como las tiolasas se

realizd un analisis filogenético de las secuencias KS-PKS Tipo |, recuperadas de las
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bases de datos de los cinco metagenomas y de las secuencias obtenidas por PCR a partir
del metagenoma del acuifero de Yucatan. Este analisis se basa en el origen evolutivo de
las secuencias, por lo tanto las pequefias diferencias entre las secuencias de terminan su
relaciébn con un ancestro en comun. Foerstner y colaboradores en 2008, emplearon el
analisis filogenéticos para determinar la relacion evolutiva de las secuencias de los
diferentes dominios de las PKS que recuperaron a partir de los diferentes metagenomas.
Ellos recuperaron 2329 secuencias del dominio AT a partir de los metagenomas del suelo
agricola de Minnesota, el Mar de los Sargazos, intestino humano, drenaje acido de minas,
huesos de ballena, lodos biolégicos para la eliminacion de fésforo y de la base de datos
de Uniref. Para determinar la verdadera relacién evolutiva entre las secuencias
recuperadas y las secuencias de referencias emplearon un analisis filogenético
construyendo un &rbol maxima verosimilitud, de esta forma determinaron las secuencias
AT emparentadas con via de sintesis de PKS y las secuencias emparentadas a la via de

sintesis de acidos grasos (Foerstner et al., 2008).

Es interesante la gran cantidad existente de genes relacionados a las tiolasas ya que,
estos genes, han sido propuestos como posibles precursores de nuevos antibidticos
(Moche et al., 1999; Price et al., 2001; Fukao et al., 2001).

Aunque los niveles de homologia son altos entre las secuencias recuperadas en los cinco
metagenomas y las secuencias referencias de las bases publicas, no podemos predecir el
tipo de compuesto a producir por la falta de los demas dominios cataliticos del médulo.
Asociado a esto, el no conocer el orden de estos moédulos, ni el nimero total de los

mismos, imposibilitan poder predecir el tipo de molécula que se podria sintetizar.

La baja recuperacion de secuencias KS-PKS Tipo | en el metagenoma del acuifero de
Yucatan, puede deberse a la baja interaccion entre los microorganismos, que se
encuentran libres en el agua, ya que al no estar sometidas a una presion de crecimiento
poblacional, las bacterias no necesitan sintetizar metabolitos para defenderse y de esta
forma obtener ventajas evolutivas, que favorezcan su proliferacién. Zhao y colaboradores
en 2008, determinaron que la diferencias en la abundancia de los genes PKS Tipo | en
sus dos muestras de sedimentos del Antartico posiblemente era por la presencia de

compuestos organicos que tienen un impacto importante en la diversidad y abundancias
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microbiana, y su subyacente impacto en la diversidad molecular del medio ambiente en la

calidad y cantidad de nutrientes.
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CAPITULO V

5.0. CONCLUSIONES GENERALES Y PERSPECTIVAS

5.1. CONCLUSIONES GENERALES

Este el primer estudio que analiza el potencial biotecnolégico de las comunidades
microbianas del acuifero de Yucatan, utilizando tres métodos de escrutinio para aumentar
la posibilidad de recuperacion de genes de policétido sintasas Tipo |, asi como evaluar su

diversidad y novedad.

Aunque en el laboratorio se establecié un enfoque funcional, el cual estaba basado en el
crecimiento antagobnico. La busqueda en la biblioteca metagenémica del acuifero de
Yucatan de clonas con actividad antimicrobiana, fue infructuosa. Posiblemente debido a
dos causas principales: i) Al tipo de ambiente de donde procedia la muestra
metagendmica, ya que es un ambiente acuatico y oligotréfico, lo que pudiera limitar qué
tipo de microorganismos crecen, y esto derivar a que no necesiten defenderse. ii) El
hospedero no fue el adecuado, por la falta de la maquinaria genémica o precursores para

la produccion de los metabolitos complejos que se buscaban.

El andlisis de la biblioteca metagenémica del acuifero de Yucatan por el método molecular
(hibridacion ADN-ADN) no fue eficiente. No se logr6 establecer una metodologia sensible
para la deteccion y recuperacion de genes de interés, debido a que la hibridacion en
colonias present6 un alto nivel de inespecificidad que imposibilitd la adecuada seleccion

de clonas positivas.

Se demostroé la presencia de rutas de sintesis de policétidos en la comunidad microbiana
del acuifero de Yucatan, al amplificar por PCR 19 fragmentos del gen KS-PKS Tipo | a
partir de ADN metagendémico. Se demostré que estas secuencias estan relacionadas con

las KS de las rutas de sintesis de antibidticos y antitumorales.

Se establecié un método de andlisis in silico rapido y de poca exigencia de poder de
computo, con el cual se lograron los mejores resultados en la biusqueda de secuencias
PKS Tipo I. Al realizar el andlisis filogenético se hizo evidente la baja presencia de genes

PKS Tipo | en el acuifero de Yucatan.
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Este estudio pone en relieve la importancia de las comunidades microbianas de vida libre
en el acuifero de Yucatan como una fuente de productos biotecnolégicos con importancia
farmacéutica. Adicionalmente demuestra la importancia de utilizar nuevas técnicas o una
combinacién de las existentes para ampliar los analisis de los diversos y nuevos entornos

ambientales.
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5.2. PERSPECTIVAS

Analizar las clonas de la biblioteca metagenémica del acuifero de Yucatdn que
presentaron actividad antimicrobiana putativa el escrutinio funcional para identificar los

genes que estén relacionados con el quorum sensing.

Analizar la biblioteca metagendmica para identificar clonas que contengan genes de

resistencia contra antibioticos y metales pesados.

Realizar el analisis funcional en busqueda de moléculas policétidos empleando medios
enriquecidos con los grupos de acetatos precursores que emplean las proteinas
multienzimaticas policétidos sintasas, los cuales no los produce la cepa E. coli EPI300.

Construir una biblioteca a partir de ADN metagendémico del acuifero de Yucatan, utilizando
como hospedero Streptomyces lividans y un cosmido como vector de clonacion, ya que se
ha demostrado que esta bacteria cuenta con la maquinaria genética para la sintesis de

compuestos complejos como antibiéticos y toxinas.
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ANEXOS

Anexos Capitulo I

2.1 Medio Luria Bertani (LB)

Compuestos Cantidad para 1L

Bactotriptona 10 gr
Extracto de levadura 5gr
NaCL 5qr
Agar 15¢g

pH 7.5

2.2 Medio Luria Bertani (LB) 10%

Compuestos Cantidad para 1L

Bactotriptona 1or
Extracto de levadura 0.5gr
NaCL 0.5gr
Agar 15¢g

pH7.5

2.3 Medio LB-top-agar-patégeno

Compuestos Cantidad para 1L

Bactotriptona 1gr
Extracto de levadura 0.5gr
NaCL 0.5gr
Agar 15¢g
Patbégeno 1ml

pH 7.5

Se le agregaron un mililitro de la suspensién bacteriana patégena con una densidad (O.D)

de 0.2 nm.
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Capitulo IV
4.1 secuencias en aminoacidos de los cinco metagenomas de agua dulce.

Green Mat

>Green_Mat-Contig_1
YGFTGPNIAIVTACTTGTHNIGTAARMIAYGDADVMVTGGSEMATSPLGVGGFAACRALSTRNDDPERASVPTKE
>Green_Mat-Contig_2
MSSAVLASRISYLLDLKGPAIATDTACSSSLVALHQACQSLSQGECELALVGGCVLATPQMHILCSQAGMLSPQGRCKTFDDSSDGLVPAEGVGVLVLKPLNDALKR
DRIYGVIKGSGC

>Green_Mat-Contig_3
PPVPMRLGALRLIQGYVQAMICGGTEGAVTPLGMAAFAACKAISLRNDQPTLASRPFDRGRDGFVLGEGAGVLILEALSHAQRRGARI
>Green_Mat-Contig_4
RYMSGYPVQFTAHCLKLNGPSFALDAACASSLYAIKLACDKLQNGVADVMLAGGMNGVDSLFMGFSALKSLSVSGYSRPLQQQPMD
>Green_Mat-Contig_5
QAVMVGCMMPGVDEANIARVIALRLGLGLQVPAYTVQRNCASGMQAIDNATLEIANGRYDLVLAGGVDAMSHAPLLYRQKAVEWFAAVSSAKSIGARA
>Green_Mat-Contig_6
SERGRATLVIAGGTEPLCRITYAAFNALQAVDREYCKPFDKNRQGLSLGEGAGILILEALSHAQKRGARIVRGGPRLRGQLR
>Green_Mat-Contig_7
HCRPFDAKASGFIIGGLESLLKLKNALKDNDNIYALIKGSAINNDGCRKVGSVRFCDFPGLRGSLIFPPGAVGFEYRYRWVRRSHEKI
>Green_Mat-Contig_8

LKFSLMMFKAVIVAYKLNLRGPAVTLQTACSTSLVAACMGVKVYILSQILYLLVVPVLPHLLNQAIYFKMA

>Green_Mat-Contig_9
TDFAKLLYADPTKVSIHSGLGGAHSATAGRIAHIFDLHGPCLVLDTACSSGLAALHQACNSLYLGDCEAALVGAVNVVLLPHFHGPP
>Green_Mat-Contig_10
ADFSRGGAESKINPLSMMSASPWRISSVASPMAWLLAAQAVRQLLGPSRPKWSARCAGAVCSSCSYSRPGWKCLSPSAAKR
>Green_Mat-Contig_11
SFQSLSPTPCRPYDSSRDGLSLGEGIGTLVLTTQKKLIRNVTLQITGAATSNDANHISGPSRTGEELNQAIREAMKESGLSR
>Green_Mat-Contig_12
TESRQKINDVEAYRHHPLSSIAEYIALNLGIKGLLTTVSTACSSGALAIYTALELIRQEKASDVLVGGVDSLCRLTYH
>Green_Mat-Contig_13

SSLGGVVWGLCWGLVIMLTVVSSPSNGQLSFLLEAIRYWRLGYRFLDLKGPAMAIDTACSSSLVALHEA

>Green_Mat-Contig_14

LNCCGDRYIPFSKQGMLSPTGQCYAFDVKADGYVRGEGGGIIL

>Green_Mat-003972_3158_1756
SEGSCILIFETEASMKKRGATPYAEVLGYGSTMDSYHLVQPDPSAQGAIRAIRQAVEMAGWNPGEVADQTYVSAHGTSTKFNDLAET
>Green_Mat-005867_1502_2186
RVIKGSAVNQDGRSAGLTAPNPSAQEDVLVKAWYDAGIEPETISYIEAHATGTKLGDPIEIKGINSAF
>Green_Mat-006923_2545_0169
MGVGGFCLLGALCTDNDEPHRASRPFDLTRNGFVLGEGSAFMVLERYEKAKARGARIYAELAGEGNSLSSYRITDSHPSGGA
>Green_Mat-007122_3230_1101

NSLSCYRITDSHPSGDGAIQAIKQALLDANLCQEEVDHINAHG

>Green_Mat-009986_3675_3661
TACSSSLVALHLACQSLRLGECDLALAGGVHLMLSPVGHVVLSQMGALSPDGRCKTFDAAADGYGRGEGCGVVV
>Green_Mat-010142_2360_2044
NSVMGRCWLKVAGALILERADLAHARKADIHGEILACNTTSEATGVFAITPHGEGLQRSIQQSVELAAIK
>Green_Mat-010534_1863_0355
HPETYDGSIGLYAGASSTFHWEGLALLSGKSEALGGLAAAMLTNKDFLTTTISYKLNLKGPSSIVQTACSTSLVAIHWACRAVLSGD
>Green_Mat-012565_2240_3383
FFKQIISIVANHPHYVKTKGGILEDKEYFDAAFFDYTPREAEVMDPQIRIFHECAWEALEDAGYSTESYKDSIGLFAGSSSSFFWEGISIL
>Green_Mat-013323_0782_1273
GTGMTDIPLERWDNANYYDEDVSKPGRLYIKQLGLIDHVKEFDADFFNISPREAKYMSPQLRVFLETSYHAIEHANLKLDSLKGSNTGV
>Green_Mat-013876_2438_1243
MATGMEWLRQGQCSRVIVGAVDAPITPLTLTGFMQMGALAKQGCFPFDQKRQGLVLGEAAGVILLEKQNNSMQKYGSILGWGVLMR
>Green_Mat-015711_0269_0449
AELAGFGMSADAYHITLPDPDGRGFVSCMKNAIHDAGLNLEDIQYINAHGTSTPAGDEIEASAIKQTFGEYAKKL
>Green_Mat-018511_1915_2214
SFTNMKVLATDPDVPARAARPFDAQRNGFVVGEGAATLVLESYTHAAARGAPILAELVGYGNTNDAIHMAAASE
>Green_Mat-020096_2816_2414

RGECSMALVGGVSLLLTPLRFICFSKIGLLSPTGTCNAFDDAADGTVRGEGGR

>Green_Mat-022098_0968_1612
PRCMSSTNSAVLATQFQIKGLSYSISSACSTSAHCIGNAAELIQWGKQDVMFAGGGEELHWTLSVLFDAMGALSSKCNGAPE
>Green_Mat-022196_1218_1781
DQPSTMTAHSKATPPPRVDGQTQVIAEAIAIAGVEAETITYMEAHGTGTALGDPIEVAALTQAFQNNTSKTGFCALGSVKTNIG
>Green_Mat-022925_1614_3674
WRKRRFVIGEGAAVLVLETIKHAQERGAEPICILSGFGMTSDAFSIAQPEPDGRFAAAAMRLAIEDAGLSLNDIGYINAHG
>Green_Mat-024333_0290_0730
FNISPRQAEMTDPMERLFLETVWNLFECIGYTRETLQHQYQSRVGVFVGAMYQHYHYFKPDPITESAISVSSYSSIANRVPITSIFKALV
>Green_Mat-024948 2527 1314
RFFWSFVPAEAAWLDPQQRLLLELAWEAMENAGVPPSFLAGTDCGVFVGISNFDYGTHSLDDLASMSPHSMTGSTLSIAANRISYFFDP
>Green_Mat-026254_1051_1186
MPKDRWDWETYYGDPVKEAGKTNIKWGGFIDDIYSFDPLFFGHIPRGSAYGSSAEAVSGSCLEGGRRRGVSIFGREQNRSFRGSF
>Green_Mat-027581_3656_3622

LILLKPLKKALEDGDNIYGILKG

>Green_Mat-028812_1606_1822
MIDVSKYPLYPSSHTTDALQRDTTLYRMLPLFDAKSHRVMQPNINDMYGVNCVQGYESIFPCNNQDGTTNGLTAPNGLQQE
>Green_Mat-030196_3198_2613
MGGYLADAEYFDSLFFAINPKEALAMDPQQRLLLQTAWHALEDANLSPEHIRHQNCGVFVGVATGDYAQLATEPSQ
>Green_Mat-031797_2728_1942
LGWELFLIVNHLCNIDFLSTRVAHKLNLRGPAITFQTACSTGLVAVDMACRELITGQCDLALAGAVSVPTRKTRDICMKRE
>Green_Mat-032148_2880_3686

YPLCALHGGGTPSLTAPSVSGEKKVIISAWENARIDPSTLTYIETHGTGTKLGDP

>Green_Mat-032935_3591_3994

SLHLACQSIQLGEANAIIAGGVENMSQAPFLL

>Green_Mat-039008_1441_0765
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TSPQPDGAGAARCMKVAIEQAGISPGDIDYINAHGTSTGLGDICEAKAIKTVFGDHAKNGLAVSSTKVHDRPSVGGSRR
>Green_Mat-039890_3001_0486
LAGGSNIILQPYITIAYSQSRMMAQDGRCKFGDARSDGYVRSEGVALVALKRLSEAITDHNQIYAVILGSAVNNDG
>Green_Mat-041919_0485_2957
MWLDRINVEEIPFISRYMSGYPVQFTAHCLKLNGPSFALDAACASSLYAIKLACDKLQNGVADVMLAGGMNGVKNNGIVLWYK
>Green_Mat-042077_3446_0481
SPREAACMDPQQRLLMETAWECLEDGGWIPDPRNESDTGVFVGMSTFDYSQFAASFDDKSTLETHTTTGTVLSIAANRISF
>Green_Mat-044123_1941_0929
RFPEYPCILSLKFKRSAVTLNTACSTSLVAIDHACRGLLTGICDMALAGGVALSSSKKIGYLYQEGMINSPDGFCRAF
>Green_Mat-044653_2381_0685
SHVMGEGAGIMILENFQSALDRGAKIYTEVIGYGMTADAYHITSPPPGGEGAARCMTLALRDGGTEPAEIDYINAHGTST
>Green_Mat-045340_2410_3206
NKFKMGWVFNRYRQISNFFNISPREADLMDPQHRLFMQIVWQTIEDAGYDPLVFSGRDVGLFVGAEFF
>Green_Mat-050212_1737_2803
SGLVITDENRYQVGVICGSGIGGLTSIFESAKAFIERGPKAVSPLMIPMMLPDAPSGKISMTYGLRGPNFAISTACATGNN
>Green_Mat-052324_2238 1244
SRMGSPSEQTVIGSLNDRDFISTRVAYKLNLRGPALTVQTACSTSLVAIHMGCQNLLSGESDMVLAGGSSVWLPQKSGYLYE
>Green_Mat-052407_0784_0768
VVMGEGAGILILETLTHAQERGARIYGEVVGYGMTCDAYHITSPVPGGLGAVRAMEVAMRDGGLSANQIC
>Green_Mat-053319_2196_1422
GGHVSSLTVPNPNAQADVIMSAYEHGDIDIDTISYIEAHGTGTPLGDPIEVNGLIKAFLTLRTKTK
>Green_Mat-059622_0921_2154
RDTSGLVPLQIALEAIRRGECESAIVGGAHISLLPAIAMLYKRAGLLSPSGICRPFDAEADGYARSEGIVFLPIVK
>Green_Mat-061671_1418_ 1861
FPKLSSTGTGMIAIKYGFKGPNFGVVNACTSGTTAIGEAFRLVREGVVDMVVTGGAEAVVCSLSIGAFNALRALSKR
>Green_Mat-063023_0774_2095
APESSGDGGRRAMKAALDMANLKISEIDYLNAHGTSTPLGDLIEIKSCKKSFRFGIRARGFQ
>Green_Mat-065612_3107_2872
HISIKYGFRGPNFATVSACASSANALIDAFNYIRLGKADAFVAGGSEAAVNEAGIGGFNAMHAISTRNDDPKTASRPFDKDRDGFV
>Green_Mat-067897_2503_0630
MEHARKRGAKIYAEVAGCGLSADAYHMTAPHPDGLGAKNSMKYAVEDANMKLEDIEHINTHGTSTPVGDI
>Green_Mat-068154_0289_3433
DANILVTEQNAHRIGVAIGSGIGGLPMIERSLQVLLEHGFRKVSPFFVPGVIINMVSGHLSINYGFKGPNLAIVTACTTGTHNIGYAA
>Green_Mat-072085_1151_3864
YGIIKGSSLNHGGRTNGYTVPNPSAQTALIETSFKEANLHPQSLSYIETHGTGTSLGDPIEIRGLAKAFGKTTAKQSIPIGSVKSNVGHLES
>Green_Mat-074459_1658_0753
FYLSGLSKANMLSPNGECRPFDAAANGYVPGEGVGVIVLKPLEQAIQDKDRIYAVIENSGINQMAQRMD
>Green_Mat-084139_1121_1731
LTTFQEEVGFSRGDGTPRFNPFFIPKMIADLSAGYISIRYGFRGMNYVTVSACASSSNALVDAFNYIRLGRANIIVSGGSEAAITEAGL
>Green_Mat-086330_0835_2601
TNAQADLILEAIRQANITPDTITYIEAHGTGTSLGDPIEINGLKKAFHILADARQVNLKPQTCAIGAVKANIGHLESAAGIAG
>Green_Mat-091924_2811_0936
TFLKGESFAFILNSEDTVVRNEMSVFQVILDMINSLSSQLSMDFNFHGISFTLGTACSSGADAI
>Green_Mat-097525_2676_3264
STGISHSVLANRISYLLNLTGPSEPIDTACSSALVAVHRAIQAIKDGECKQAIAGGVNAILTPTLHIAFSKAGMLSEEW
>Green_Mat-100963_3126_1729
AGRADAMLAGGLSCPDALYTQMGFSQLRAVSPSGRAAPFDRDADGLIVGEGAGVFSSSVCKTPAATVTPSMP
>Green_Mat-101447_3288_3850
RTHETEAHTSTGIAHSILANRVSYLLNLTGPSEAIDTACSSSLVALHHAVRAIQNNDCQLAIVGGVNALLTPSAFISFAKAGML
>Green_Mat-102534_0596_1088

FTGWIRSTAENHGGRAASLTAPNPKAQAELLVTAYTKAGIDPRTVGYIETMGTGSKIGDP

>Green_Mat-103298_3607_2039

EAIDTACSSSLVAIHHAMKAIQTGDCDIAIAGRCQCFVIAKYSS

>Green_Mat-103744_1354_1341
FELNRDGFVMAEGSGILVLEEMEQALKRRAPIYAEIIGYGMSGDAYHITAPEPDGGGAILCMRNALERRASSGGHRLHQ
>Green_Mat-105502_2644_1208
GPSETVDTACSSSLVALHRAVCAIRSGDCELAIVGGVNAMLTPSLYESFTKSGMLSLDGRCKTFDKEANGYVRGEGVGAVY
>Green_Mat-111026_1097_1702
IKILVEDVIIGCAMPEGAQGLNVARSSLLLAGLPNAVPGMTINRFCSSGLQTIALAVEHIHTGQADVIIAGGTES
>Green_Mat-115377_1030_0365
QVMQLALEDAKLNPTDVDYINVHGTSTPLGDVAELKAIQRVFGEQAYRMNISSTKSMTGHLLGAAGAVEAIASILAINH
>Green_Mat-124459_0647_2295
LAGFRQMGALGQVCHPFSREREGMVLGEGAAAMVLESAGRGVKILGWGATNDASHITTPPRSGESIKIAIDRCLAMARVSPEQVDY
>Green_Mat-125387_2415_2965

MQILVVLFKRCTKQYNRLGYGPEEIGYINAHGTGTPTERSFSKLR

>Green_Mat-125800_3431_2839
GRHVWLHAGFPLEVPSTTIDTQCGSSQQSLTLATGMIKSGLADVIVVGGVESMSRVPMGSNFA
>Green_Mat-126288_2809_1602
NVCSACCKQIRIGIKHPLGIFARKTDLCHNSFVIQSLQCVRPEQVDYINAHGTSTTIGDRVEAMSVKQTFGEHAYKLAVSSTKS
>Green_Mat-128112_2358_0878

MVLKLLEQALEDNDHIYAVIKGFA

>Green_Mat-133742_1221_0231
VLAAEETLSAYGLKALAEVIGIGWTSDAYHFIRPHMKTVIRAIREAIEDAGISPSDIGYINAHGT
>Green_Mat-137568_2125_0599
NPRMYFLVNVLSANLGQAPARQVAIFGGLAPETICTTVNKVCASAAKAIMFAAQNIMTGQQDCVIAGGCESMTNS
>Green_Mat-140416_0626_0583
MLLKSLEDAALDRDHIYAVIKGIGINNDGSRKVGYYAPSTEGEATAIQAALHLAGVETESITYIEAHATGTSVGDAIEIEALKTA
>Green_Mat-147607_2279_1530
CPSKQPATTIDFQCGSSQQAVHLAAGMIATGQVEIVVAGGVENMSRVPMGSSIGTDAQPFTDRIMEQHNIIPQGMSADKID
>Green_Mat-154634_3688_1446
NDGQDKVSFTAPSVNGQAGAIAKAHRSAGINPETISYIEAHGTATPLGDPIEIETEFYPRLTSDL
>Green_Mat-158101_1148_0208
KCSNTYGCSLISSQIGEKWVMQKAIELAGLSIKDIHYINTHGTSSPTGDKTEIAAISDLFSNHS
>Green_Mat-161857_2972_1022
DLFGITEHASVETLDEYKLLLGENRQDIDLWSPNYNPRTVANAAAGEVSINLKIRGPHFTIGGACAAGNLGLITAWQMLQLGDVDY
>Green_Mat-167060_0259_0968
RLSYFLGINGPSFAIDTACSSSMSAVYQACMSLRSGDCDLALAGGVNLILDPEPSISYSKAHMMAPDGRCKTFDEKADGYVRSEG
>Green_Mat-171016_0618_2291
MGEGLGMVVLKRLEDAERDGDRIYAVIKSIGTASDGKHKSIYAPHPVGQARALTAAYERAGIDPQSIGLV
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>Green_Mat-173907_2843_0262
DANRDGFVMGEGAAMLVLEDFEFAKKRGARIYAEICGYGLSADAYHITAPAPDHEGGFRCMKNGPFE
>Green_Mat-186510_3055_0640
KLKSYKEHCLKRVYKLLILAMWNVMVQGRNLGDPIEIKGLMQVFANSNSSCLLGSLKSNYGHLEAAAGLAGLV
>Green_Mat-194863_0811_0753
RMLSPDGQCKTFDKNANGYVPGEGIGILLLTTYANAIKMNHRIHAVIKGSAVNHTGSGRTITAPRIEAQRNVIM
>Green_Mat-195576_3425_0730
WRPKRLRGRFPASPRSCLREGSGVKCLIPGIRFPTYSGQNRLAHAACMAVAAKPGNIYN
>Green_Mat-199037_1387_2366
RPFDFDPTFFGISPREALQIDPQQRLLLEVAWEALEHAGIPPGHLAGSETGVYVGASSVDYSNTFIVDPSASDIQLMTGNTLSIVSN
>Green_Mat-200473_2897_3361
KADGYVRGEGCGVVILKPLAQAMADNDRILALVKASGINQDGASSGLTVPNGPAQEHLLTSVLYKAGLAPDAYCIM
>Green_Mat-201537_3371_1107
AQTHPPVHLACQGLWAGDIEMALAGGVFIQSTPGFYLTANRAGMLSPTGHCHTFDDGR
>Green_Mat-222962_3371_2818
QHSALHVHLLPTRSFLEPGSGTAALTAYSQGEPKALTSFHINGFNALKILDKRPCRPFDANRNGITLGKALHTWFWS
>Green_Mat-238119_3220_1162
ALKKAAHIDPQQRLCLQIAWKAIENAGIAPTSLNKERVGVYIGISGHDYASLIAKNN
>Green_Mat-239955_2739_1704
MSQAIKEHNKIYAIIKSSSVNQDGLSNGLTAPNRVAQEELLQQAYVRARVPLDQIYYIETHGTGTALGDPIEAQALG
>Green_Mat-247933_2889_1167
KLCMIRSSRSTFRLGSSGCSDAAIVRSEGCGVVIVKRLKDAVESQDRVLALYASG
>Green_Mat-253250_3690_3623
LCRNTRNRYDDWRPIELKGLTRVYQKYTNEKQFCGVGSVKTNFGHLMSAAGVASLIKVILSLQHRQIPPTLH
>Green_Mat-256557_0478_1620
RDGLVTAEGGGCLVLEEYERAKHRSARIYAEVLGYGTNCDGTHLTNPNQDGMAGAIRTALKDARIE
>Green_Mat-270194_2915_1989
ESSDGHTRTFDAHSSGTVFSNGLGVVVLKKLKDAMKDGDYIYGVIKGWNINNDGSRKAGFSAPSVIGQTECIAAALNFSNVPTET
>Green_Mat-271704_3656_2105
DATKDGDRIYAVIKGIGSSFGNHNWIPLTETYHKSLNKALKLNDIQLASLSFIEMSASGKPKKR
>Green_Mat-276923_3769_2446
KALSTRNDEPEKASRPFDRDRDGFVMSEGAGVVVIEELEHAKARGAHIYCEIAGYGLSADAYHMTSPSRMG
>Green_Mat-285221_2778_2973
RFPLFYFPGRLINLASGQVSIRYGFKGPNHAVVTACSTGAHAIGDAAPSHRFRCGCNDRGRYGKPFM
>Green_Mat-288471_0090_0182
PSQAELLDPQHRIFLECVWEALEDASVVPNDPHIRVGLFGGCGPSSYLINNIHSSRWKSNRTLLDSTSEMEILLANDKDFLTSR
>Green_Mat-291596_2915_1473

KGPAVTVKTACSTSLVAVHLACQAILDGECDLALAGGVSIFPWHKVGYFY

>Green_Mat-294622_0214_2976
GFGYSFHEIRYKGPNSCVVTACSAGANAIGDAYHILKRGEAAVMITGGTEASITPLGLAGFC
>Green_Mat-309317_0825_1725
PGVQIADFFCKASSILADNTMIQGIFLDKPIGCGNGGKAQSLTAPNAKAQSELLIKTWQQAEIDPR

Red Mat

>Red_Mat-Contig_1
AGFQAVRNAGLEVTDANRERIGVAMGSGIGGLTNIEETSRTLHESGPRRISPFFVPGSIINMISGFLSIHLGVQGPNYAIATACTTGTHCIGMAARNIMYDEADVMIAGGA
EMAACGLGMGGFGASRALSTRNDEPSRASRPWDKGRDGFVLSDGSGALVLEELEHAKARGATIYAELIGFGTSGDAYHMTSPPADGAGAARCITNALRDAKVNAEQ
VQYINAHGTSTPAGDLAEAQAIKTVFGEHAYKLAVSSTKSMTGHLLGAAGAVEA

>Red_Mat-Contig_2

TTQQYQYQLQLQALGLTPLLGMLNSTIASRINYIFDLKGPAVMTDTACSSSLVSVIQASNELRRGY

>Red_Mat-Contig_3
KYGLQGPNHAVVTACSTGAHSIGDAARMIRDDDADIMLAGGAEATICPIGIAGFAQARALNMTYNDRPEAASRPYDKDRDGFVMGEGAGVVVLEEYEHAKARGAKIY
>Red_Mat-Contig_4
PSTARPWKRSGERCNPFSVNRSGINIGEAAVLFLMSRTPGHPAPIALLGDGASSDAHHISAPEPSGRGARQAMEKALRRAGLQPGQIDYLNLHGTATQHNDAMESQA
VAGLFPAGVP

>Red_Mat-Contig_5
ALKDAGIQYDQVQQAYAGFVSGDTCSGQTALYHAGLTQIPIINVNNACASGSSALFLARQAVMSGVVDVALAVGFEQMNPGALGSDAAARTPITVRIDEATRRIRGWD
DQAPTGPQYFGGAGAEY

>Red_Mat-Contig_6
PTRASRPWDKGRDGFVLSDGAGALVLEELEHAKARGATIYAELGFGMSGDAYHMTSPPADGAGAARCISNALRDAKINVDQVQYINAHGTSTPTGD
>Red_Mat-Contig_7

RDGLVIGEGAGMLVLEELEHALARGARIHAEIVGFGSNADGQHATRPELSTMRRAMELALEDAGLEPAAIGYVNGHGTATEQGDITETLATS

>Red_Mat-Contig_8

MVAGGAESPICEIGIAGFNACKALSTKRGAEPQKASRPWDADSDGFVMGEGAGMVVLEDYEHAKARGATIYAEILGYGSGTPITSP

>Red_Mat-Contig_9

MYLLRRHSCLLTSRSDCGFLSLPIGNRDAIGVTILVHSTASDDGINRILINYSLR

>Red_Mat-Contig_10

VKVDAAANGFARGEGSGIAILKPLSQAIVDQDPIYAVIRGSAVNQDGHTNGITVPNGQAQEAAIRTACQQAGVSPEQIQ

>Red_Mat-Contig_11

QLGVTVAKEMLSRTGIDPAQIDEVILGNVLQAGQGQNPARQVGIHSGLPQETPAVSINKVCASGLKSVALAAQAVMLGV

>Red_Mat-002857_1399_0843

GWAPEVQTACSSSLVAVHTACQSLLSGECDIALAGGVAVSKQQ

>Red_Mat-003746_2939_1116
MIIHGPFSTIPPGKLTVSLGITGPHYSIGAACAAGNASLIQGVQMLRLGEVDMALAGGVSESTGSFGIFASFKAQGALAEAADPEKACRPFD
>Red_Mat-004544_3766_0434

SIPGVTLNRLCASGMDAIGTAFRAIASGEMELAIAGGVESMSRAPFVMGKADAAFSRNMKLEDTTIGWRFINPLM

>Red_Mat-013026_2966_0465

TCCWRLMNASSISPETVEYIDAHGTGTKLGDPIEVRGLTDAYKQHAEQKR

>Red_Mat-022312_2788_0584

NYEGTIDDLIIGCAMPEAEQGLNMARNIGALAGLPYTVPAITINRYCSSGLQSIAYGAERIMLGQSDTVIAGGAES
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>Red_Mat-037984_1085_3256
QLKLAVESSAKYFVPHLFAAFKRQHPEVNLNLTVVNRGQVIRRLSDNRDDLVIMSMVPQDMGLEFLPFSQ
>Red_Mat-049208_1657_2175

DAELIASGIDQAVLNNLNYVK TGAIVEDVEL FDASFFDFNPKEAETTDPQHRLFLECAWEAL EKAGYDSQRCKSRIGVYAGASLN
>Red_Mat-061717_2314_1078
PEQASRPYDKDRDGFVMGEGAGIVVLEEYEHAKARGAKIYAEVVGYGLSGDAYHVTAPHPEGK GAEL SMRMAMRKAGSGGRAILT
>Red_Mat-072106_2915_0903
QIYALINGTGVNQDGNTNGITVPNKNSQMKLIQKVYEESGITNKDIHYVEAHGTGTAVGDVIEFSALNESLFDDRDKCLVGSVKTNI
>Red_Mat-093059_2732_2961
PALTLNKVCGSGLKALHLGAQAIRCGDAEVIIAGGMENMSLAPYVLPAARTGLRMGHAQMIDSMITDGLWDAFND
>Red_Mat-096078_2912_3046
FSNAGLPYQVPGQTVNRFCSSGLQSISMAAERIMSGFADCIVAGGVESMTMVPMGGNKFSSNPDLVENWPESYANMGIT
>Red_Mat-109120_1147_1458
MVLEEYEHAKARGAKIYAELGGFGMSADAGHMTAPSMDGPRRAMLNALRNAGMNADQVDYLNAHGTSTPLGDINET
>Red_Mat-110396_3818_1398

GGTDASISPLGMAAFNSARAL STRNDEPESASRPFEMTRDGFVMAEGAGILLLEDLEHAVSRGAHILAEVIGYGSTADA
>Red_Mat-122011_2522_1343
CRRIGVAIGSGIGGITGIENNYGAYLDGGPRKISPFFVPANIVNMVAGDLSIKYGLKGPNYSIVSACSTATHNIGDAAF
>Red_Mat-125869_2616_3002

GNAMEQIQMGK QDVVFAGGGEEEHWSQSFLFDAMGALSSKRNDTPEKLPAPTMPTVTASSSLAAAAWWWSRSWNTLWPVARKST
>Red_Mat-128163_2740_1983
ARLIALRAGLPVTVPGMSIDRQCSSGLMTIATAAKQIIVDRQDIAVAGGIESIPKVSGSGKIFIETDAELIAMHK
>Red_Mat-129710_3823_0207

VHTPGNSSGIVDGAALMLIGSEARGREL GLQPRARIVATAVTSTDPTIMLTGPAPATRKALAKAGLRVEDIDLFEVNEAFAS
>Red_Mat-133909_0928_2151
SQVDDIVLGCVTPIGDQGADIAKTAALIADWDVSVAGVQLNRFCASGLEAVNLAAMKVRSGFEDLVVAGGVESMSRVPMG
>Red_Mat-146997_1474_1143
SGQNPARQASILAGLPHAVPSLTLNKVCGSGLKALHLGAQAIRCGDAEVIIAGGMENMSLAPYVLPSARTGLRMGHA
>Red_Mat-167828_3354_1605

RRGGGVVILKRLKNAIEDNDNIYSTY

>Red_Mat-170819_3767_1894
YDSGRDGLVIGEGGGMLVLEELEHALARGAHIHAEIVGFGSNADGQHTTRPEQVTMRRAMELALEDAGLTPDAIG
>Red_Mat-212247_2957_1063
WNIARMASLMTQIPHTAAGQTVSRLCGSSMSALHTAAQAIMTGNGDVFVWGGVEHMGHVSMMHGVDPNPHMS
>Red_Mat-252302_2533_2877
GFKGAETYAVVTACTTGLHCIGEAGRMIEYGDADVVVAGGTESTVSPLGIGGFAAMRAL STRNDDPK TASRPWDKDRDGFVLGEGAG
>Red_Mat-304250_3457_0116
FGEVRQTTESSNVARVAALRSGIPDSAPAFTVNRLCASGMQAITSAAQQISSGQANIVVAGGTESMSRAPLYLRSARFGGDRTQLVDS
>Red_Mat-419053_0219_0447
DASNLGQEVASLRAGFPVEVPGYTVHRQCGSGIQAINSASQQIQSGLGDVIIAGGAESMSTAPYYMRNIRFGLKSGNGLLDPK

Lago de Panama

>Panama-Contig_1
SFKGDPVMPGCLGLDAMWQLLGFYLGWLGNPGHGRALGVNEVKFTGEVVKQVKLVKYVINIKRLLRKGETCVGLADGLVFADEKEIYNAKNLKVGLGLMRRVVITGS
GIISCIGNNKEVLDSLLNTKSGITFSEEYKKYNFKSQVCGVPKINYEELIDRKVLRFMGDGSAYAYLSMKEAIEESGLTEKEISNEKTGIIGSGGPSIKNVMFAIDSTRASG
PKKMGPFIVPRTMASTCSATLATPFKIKGVNYSISSACATSAHCIGNAMELIQFGKQDIVFAGGGEEIDWSLSAMFDAMTALSSKYNDTPQTASRPYDASRDGFVIAGG
GGVLVLEEYEHAKARGAKILAEITGYGATSDGYDMVAPSGEGAVRCMKMSMQNLRNSKVDYVHPWNFYSCR

>Panama-Contig_2
MYLNMHVRLPGKSRDSTRTISSTEKNMDIFIQYAMAASSEAWISAGLNDLNLTPDQKERFGVYIGSGIGGLDTIWAEASQFKGPRRISPFFIPSLIVNMASGSVGIRYGLK
GPNSSVATACATGNHAIGDAFRLITHDYADLMIAGGSDSVINPLGVGGFAAMRALSTRNESPTTASRPFDKDRDGFVMGEGAGVLVLEERDHALARGANIHAEVLGYG
MTGDAYHITSPSPDGDGGSRVMKLAMKDANITPQQVGYINMHGTSTPVGDQIECRAIHNVFGSHVESLYVSSTKSMHGHLLGAAGGLETIVTIKALETQIIPPTMNVENQ
DPNCNLNVTPNKSQPHKFSIALNNGFGFGGTNACLVLGKG

>Panama-Contig_3
MRSARSPGGTEAALHPVVIAGFNNMRALSRSGSSVAGGDPTAASRPFDRARDGFVMAEGAGVLLLERLDLALARGATPLAEIVGYGATADAQHITLPAPGGSGAVR
AARRALEKAGRKGSEIDHVNAHATSTPEGDKAELDAIRTILDAPDAERAAADRAALRATITATKGNIGHTLGAAGALGAAATICAMRDSRVHATLNLNAPDPLVGALDI
VSGAPRGEIRLALVNAFGFGGQNSALLLARWEGR

>Panama-Contig_4
MQGAGHRVAITGYGVVAPCGIGKQNFWGPGVGHSIVEWDPSPYFAGPKEARRARCEYALAAAEAISQSGPLPYDAPRIGTIFGTGIGGLRTLEEQVIVRVEKGERVSPF
LVPMMMSNASGAAISMRYGYQGPAETICTACAAATHALGYAARLVAWGRCDAVISGGAESAATITAVAGFANMTALSTTKVSKPFDATRDGFIFGEGAAVFVLERLDL
ALARKAKLWRSLGCG

>Panama-Contig_5
MSKRRVVVTGLGLITPVGIGVKESWANIINGQSGIGKITKFDCSTFPSQIAGEVKNFDPHAYIPPKDARRMDTFIQFGIAAGIEAFKDSGIEVERIGVSVGSIGGINLIESISDV
FDEGVRKVSPFFIPGTIINMISGNLSIMLNLKGPNVSIVTACTTTHSIDAARMIEDADVMAGSEAAITELSVAGFSAAKALSSRNDDPKTASRPWDKDRDGFVIGEGAGVM
VLEEYEHAKQRGAKIYAELSGYGMSADAYHITAPNMDGPRRSIVNALKNANVNDNVQYINAHGTSTPLGDNETNAIKATFGDFAKKLVNSTKSMTGHLLGGAGGIESV
FTVLAINQISPPTINIFNQDECDLDYCANEARSMKIDALKNNFGFGGTNGSLVFKKI

>Panama-Contig_6
MQAYVRSPIRRARREPPRAARPTPPRLARGPRARRLRCTALRAVSRTTRPSRRRPRTVRRTARAATVRVRRAFPSSCRPRGTTAPRPPRAAPRTPPASNRRRRRGR
RRRSRSRGPAVRRGSRAMRAPRRRSRPALFALLPPSSTIESVVSSVIMRAPQKETSMPTAVIVDAVRTPLGKRNGRLKNWHPVDLAAEMLNALATRNNLDPSQDDVV
MGCVMQVGEQSLNIARNAVLAAGWPESVPGTTVDRQCGSSQQAAHFAAQGVIAGAYDAVIANGVEVMTRVPMGASIAEGKFGFPMGPRVQERYKAGGLVNQGISA
ELISEKWKISREDLDRFGLRSQHNAARAKEGRFQNEIVPVLDAEGAMMATDEGIRETSLEKLASLKPSFKPVEEGGRVTAGNSQDGSAALLAKKLGLKPRARFVSFAL
AAENPRYMLTAPIPATKKRSSART

>Panama-Contig_7
MSYYLVVWSSTRSFMPQAVIIDCLRSPIGKFQGSLSSLSAPDLCAQVIKSLLSKYPNVKPTEAILGNVLAGVGQAPARQASLRGGMDVSSSALTINKVCGSGLKAIQLA
ATSVLMGDHDIVLAGGMESMSNAPYLLPKMRQGARMGHAQAIDSMLFDGLHCAMTDQAMGSTGLVADYHVTMQEYAALTAMEKGFFKNEIVPIALSGKKGSEILITE
DEGPRKDTTLEKLQALKPAFKKDGTVTARNAPSVNDGASVGLVTTEAKALSLGIKPVCKIMGWATAGLEPQWVTMAPVPAIQKLMANWDGRC
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KVKEFGSTVHAKLYPVAGSDAFDLTNPADDGRGAKIAMDKALVGIDCINTVSAHATSTPAGDPIEYKVVTERFNNVPIYAPKSKIGHTLAAAGILETIYAILSMKNRVIPHC
QNLVNCSYDVHDLLTRVPVEMIPAGKTLRTLNNSFGFGGKCVSQVIEI

>Panama-Contig_29
TPAVRHGRRDALCYAAEHPDVVTALVVIEVAPEVLRSGIETVRRVITSGDEFASLDDVVDTFRRYYPYATTEQLERRARASVVPTEDGAYAWAFDPVFRDATQRPPEP
DPGQRRLQNLWDSVEHIQCPTMIVTGSETDMITPEAVQRFHRRMMGSRRSLIEEAGHAVPTDQPAALAQHIRELQSLSSNPI

>Panama-Contig_30
MTRRVVVTGLGATTPLGGDVTSTWANAVAGKSGARLMKHEWASTLPVHFAAEVVVEPSEVMKPVELRRLDRSEQFALIASREAFADAGNPELDLERLGVVIASGIGG
VTSLLQQYRILMEKGARLVSPHTVPMIMPNGPAANVGLEFKAKAGVHTPVSACASGAEAIGYAFDMIRNNRADVVIAGGVEASVDALPMAGFAAMKALSTRNDAPEA
SRPYDVDRDGFVLEGGGRTHS

>Panama-Contig_31
MPKPMSSARISAPRARACSSSSRITAPPPSAATNPSRSRSQGRDASAGLSLRCESALACEKPPMPSRVVDISPPATMTSASPVLDRPEAETDRVGRGGARRDHPEIRP
ETVADRQVPRNHVDDRGRNEKRRDLARSVGRQERRTRLRWSRVHRCPRVTTPQRSTSCLLKSIPEWVTLARRHAVVHELVHATGFFRRDVVTDREAAHTADTGWR
RWCRSG

>Panama-Contig_32
MIVNRIPDMIVGQITSHYKFHGASVALYASCATGMYSIDYAMRILDEYDYVIVGGADAGVFEIALKYFAGINALGNHNSPFDDGREGFVMGEGAGILVLQSKDKVQQYDS
KVHAKLYPVGCASDAFNLTSPATDGRGARLALDKALEGIEPDTAAATSTPIGDEIEYHVLQDYLPDTPIYAPKSKIGHTLAAASILECIYILMKNRVIPGCYNLKNAEYDVS
KQLVRTSCDLKTTSKVLTVNNSFGFGGKCASQVIEVKDL

>Panama-Contig_33
MTRHRVAVTGLGVVAPCGVGRDAFWAGLLGPGTRGAKAIELAGWDPLPYFPGPKEARRADRVEQFALAAAQEALAQSGPLPHDHARIGTIFGTGIGGLRTLEDQVVV
RVEKGERRVSPFLVPMMMANAAGAAVSMRHGFRGPAETICTACAAATHAIGHAARLWGRCDAVVTAESAGTITAIAFANMTALSTTGVSMPFDAARDGFVFGEGAA
VLVLERLDLAVARGARILGEVLGSASNADAHHITAPSPGGTGAAACMRLALEDAGLAPGDVRQINAHGTSTPLNDAAEAEACVAVFGRQPPVTDQGRHRPPARRGR
ARGRAPLRAHADGHDDGGSRPSASTSSRARRAPGLPAPPSATTSGSADTTVPSCSLPAPRPARTRRPIATA

>Panama-Contig_34
MMGEAWIIDGVRSPRGKGKSNGSLHHIHPQELLAQVLNALQKRVGFDPADVDDVIIGNGNSVDHACIRAVLAPVEAPGVTINRFCGSGQQAVTWAAMGVQSGHQDVV
VAGGVESMSRWPAPDGADFTSGNAALREMFPMVPQGISADLIATLEGFSREQVDELAFLSQQRAARAQAEGRFDRSVVPILNPDGSIALDKDEHLRPSTTMESLASL
APSFEKMGRIHLDGFDRPFDDMCKVYPQISVNHVHHAGNSSGVVDGAGVIMVTSPEYAKAHGLKPRARIVMSAVAAAEPVIMLTAPAPASKKCLERAGMTTKDIDIWEI
NEAFAAIPLKAMRELGITPENVNVNGGAIALGHPIGGSGPILMQTALDELERQDKSTALITMCTGGGMGTATIIERI

>Panama-Contig_35
MQGAGHRVAITGYGVVAPCGIGKQNFWQGLLGPGVSGSHSVEIENWDPSPYFAGPKEARRADRCEQYALAAASEAISQSGPLPYDAPRIGTIFGTGGLRTLEEQVVR
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AAAAQAAGKFKDEILPYMLAQKKGDPVAFAQDEYINLKTNAEAGGSAQPFDKSGSVTAGNASGINDGAAAVLVMSGTKAASLGLKPLARIASFATTGLDPATMGMG
PVSASRKALSRAGWKASEVDVFELNEAFAAQACAVNQALDIDPKRVNVNGGAIAIGHPIGASGCRILVTLLHEMQRSVPAKPF

>Panama-Contig_37
MAEAVIVATARSPIGRANKGSLVDLRPDDMSRALMAVPQVKPADVEDLMGCGQPAGEGGFNLARIVALLAGLDDCPGVTVNRYCSSSLQTIRMAAHAIRAGEGDCFI
AAGVETVSRYQHGASDTAPNPIFKPSGERTKARAAGGQGWTPPSGLPDAYIAMGQTAENVREMEGVTRREMDEFAARSQQRAVAHQENGFFEREITPLTLPDGRVA
KDDGPPPGHGGGARRTQARVPPRRRDHGGQRLPAQRRRRRGARHERRQGGASRRHAARARRLVGCVGPQPRDHGPRPDRGVASALRRAGLTMDRIDLVEINEAF
AAQ

>Panama-Contig_38
NPFSWHFISYYCWTRPKGEMAGSYIVSGARTPIGKLSGALSSFSAADLGGIAIAEALRRAAVAPEEVEYVIMGQVLMAGQGQVPSRQAAVKAGIPMNVPSVNVNKVCL
SGLNSIYLADQMIANGEADIVVAGGMESMTNSPYLAMGARSGFRFGDVQMLDSIQRDGLWCAFDACLMGLGTERYAAGDISRDADLAMSQRAAVAIANGLAEEIVSIT
IPQRKGEPVVVSNDERVRASTTLESLASLKPAFDRQAPSRGHASQISDAGSAVVMMSKRATE

>Panama-Contig_39
MTKAVIIDCLRSPIGKFQGALSSLSAPDLCAQVIQGLLAKYPNAKPTEAILGNVLSAGGQAPARQASLRGGMVSSSALTINKVCGSGLKAVQLAASSVLMGDHEIVLAG
GMESMSNAPYLLPKMRQGARMGHAIDSMMFDGLHCAMTDQAMGTTGELVADKYKVTREMQDEYALNSHLKALNAIESGYFKNEIIPITIPGKKRSDLVVSEDEDPEKI
RPSKTSIPKPALKRWYRTAACLPR

>Panama-Contig_40
MQGAGHRVAITGYGVLAPCGIGKQAFWQGLLGAGIRGAKTVEIADWDPQPYFANPKEARRADRVEQFALAAQEALAQSGELPYDHARIGTIFGTGIGGLRTLEESVIV
RVEKGERRVSPFLVPMMMANACGAAISMRYGFRGPAETICTACAAATHAIGAAARQIAWGRCDAVVTGGAESAATITAVAGFANMTALSTSGESKPFDATRDGFVFG
EGAAVFVLERYDLAVARGATILGEILGAASNADAHHITAPSPGGVGAIAVLQA

>Panama-Contig_41
MTLPMQGAGHRVATGYGVLAPCGVGKDAFWKGLLGPGVNGAKTVELADWDPQPYFSNPKEARRADRVEQFALAAASEAFAQSGELPYDRGRIGTIFGTGIGGLRTL
EDQVIVRVEKGERRVSPFLVPMMMANACGAAISMRYSLQGPAETICTACAAATHAIGYAARLVAWGRCDAVVTGGAESAATITAVAGFANMTALSSSGCSKPFDATR
DGFVFGEGAAVFVLERYDLAKARGAILAEVLGREQRRPHHRAVPRRCRRVHAAT

>Panama-Contig_42
MAASPASASTVVPARGPSSLAITRPSGSVTGVISRSKNPFSWCATARCCDRAANSSISRRVTPSTSRTFSALAHGDVVGQSARRGPGALAARGAGLALARGLEDRVG
REVGGAVLVAAHLHARGDEAVALARLDRVRGHADRLQARGAAVDDPVVETGEQRDDAPDVEAALARGLAASHDQVLDVAGLHLRHLGHQRAHDLRRHVVGQVHE
RALVGAPRAPRGRDDHCLSHGSPPLASHYPRRRNTHAAASRPAGRDRPVRRRVLAGTARRARVGVQDAARRGPRAILRGAGVRALPQGRTSRSATRTSGT
>Panama-Contig_43
MYMQGAGHRVAITGYGVVAPCGIGKDNFWQGLLGPGVSGSHTIEIENWDPSPYFAGPKEYALAAASEAISLSGPLPYEPPRVGTIFGTGIGGLRTLEEQVIVRVEKGER
RVSPFLVPMMMSNASGAAISMRYGYQGPAETICTACAAATHALGYAARLVAWGRCDAVVSGGAESAATITAVAGFANMTALSTSKVSKPFDATRDGFIFGEGAAVFV
LERLDLALARNAKIYGEVLGAASNAAHHITAPSPGGVGAIACMRLALDDAGLKPSDIKQVNAHGTSTPLNDAAEANAVATSPPMTSIKGVTGHPLGAAGALEAAAVLL
SFEHKLISTNCKYICC
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>Panama-Contig_44
KLQCHLTTPSGASKRRAMPPHTMRGSAMRSRASSAGARGQRAPSRNRICSISSVMASCDCWGLPRHRRASRICATAALRMTMRTDEVVIVGAARSAVGRGKKDGA
LAGVHPVELSAAVMRATVARAGVDPAQIDDVIWGCAMPEAGQGLNIARLASLRAGFPVEVSGMTVNRFCSSGLQTIALGAQAILSGMNDVVLAGGVEMMSGVPMSG
FTTRLHPELVEENIGMGFTAERVAKRWGITREAQDAFALASQQKAAAAAAGRFQQEIIPIPVEHVSWRGAEQSVTTSMFETDELVRGGTTIEGLAKLPPAFKPGGTVTA
GNSPLSDGAAAVLLMSRERAKGGGAHPARALRHLRDGRGRPRCDGNRSGGGGAQGAGACRTAAGSAQEDRTQRGL

>Panama-Contig_45
FTENTKSGITFSEEYKKYNFRSQVCGTIKINLNDVIDRRILRFMGGALSMEAIEDSGLSEKESNEKTGIVVGSGGPSIKNVVFAVDSTRAAGPKKMGPFIVPRTMASTCSA
TLAIPFKIKGVNYSISSACATSAHCIGNAMELIQFNKQDIVFAGGGEEIDWSLSAMFDAMPALSSKYNETPQKASRPYDNRDGFVIAGGGGILVLEELEHAKARGAKIYA
ELTGYGATSDGFDMVQPSGEGARCMKMSMQNMHNKKVDYINTHGTSTPVGDTKEISAIEVFKDKIPFISSTKSLTGHSLGATSVQEAIYCLLMMKNNIAAAKDEVKDIPI
VQQVKKNESL

>Panama-Contig_46
MRVSQNHIICAYIVAGYRTAVTKAKRGGFRFTRPDDLAIEVIQGLMKSVPQLDKRVDDVIVGNAIPEAEQGLQVGRIIAARALGHHAPGITINRYCASGLESIAMATAKIRS
GMADCIIAGGVESMTFLPFAGWKTVPSFEIASEEPDFYLNMGLTAEAVAEKYNVTREEQDAFALSSHQKAAKAIQQGYFKSGIMPITVNEVYLDEKHKKQKRNFVVDTD
EGVRADTSLESLAKLKPAFAVKGTITAGNASQTSDGAAFVLVVSEKMVKEFQLKPIGRLVHCDVAGHPIEAIPKA

>Panama-Contig_47
GNSSRRRGDNKNKCWCRSYIQRFGVLSHRLQKQFFIVRFRLKYRCIVQVLQLILLFFLGRRIVCHHISFAARTPIGAFMGSLSGFTAPQLGAVAIKAALERSGISAADVSE
VIMGNVLTAGVGQAPARQAALGAGLGQNVPCMTINKVCGSGLKSVMLADQALRCGDAEVVIAGGQESMSTAPYILPKARAGYKYGNGEIVDSMQYDGLTDAYAKAA
MGEFAEDCARECSISRDMQDAFTVESYNRAIAAQKNGWFNEEIAPVVVKDKKGETVIALDEEPTKVRFDKIPELKPVFKKDGTITAPARR

>Panama-Contig_48
MSKRRVVVTGLGLITPVGIGVKESWANIINGQSGIGKITKFDCSTFPSQVAGEVKNFDPLSCIAPKDARRMDTFIQFGIAAGIEAFKDSGIEVTDSNSERIGVSVGSGIGGIN
LIESTSDVFDEGGVRKVSPFFIPGTIINMISGNLIMLNKIVTACTS

>Panama-Contig_49
MASAPDAQAETGVCTPAFALNSSPTFAAGPFGIIIGTVCGETSRAPFSIKIRYCSNNEVTPPIPEAITTPKRSRSKLSNSDKPASANASRAAINANCSDLSNLRSSTGFITS
DGSVVTSAAKCTGKVLAHSCLMVRAPDFPATALAQVVATSPPSGVVAPKPVTTTRLVIWGKFSSVYLIKQKLLQ

>Panama-JCVI_READ_1091118862940
VVGYGMVDALGNVPGNCFMNMINDYNSLKKLDFMGDHKIQYAIPCLHELSLPEAFTPKITANMTRAQQMALHATEQALRMANLPHXXXXXXXXXXXXXXVESLDGNL
QRFKENRRVNPYVIVNRIPDMIVGQITSHYKFHGASVALYASCATGMYSIDYAMRILDEYD

>Panama-JCVI_READ_1091120936741
ACPAETICTACAAATHAIGYAARLVAWGRCDAVVTGGAESAATITAVAGFANMTALSTTGCSKPFDATRDGFVFGEGAAVFVLERYDLAAARGATILAEVLGAASNAD
AHHITAPSPGGVGAIACMRAALDDAGLAPSDIKQVNAHGTSTPLNDAAESQAVASLFGAPTPPVTSIKGVTGHPLGAAGALEAAAVLLSFEHALIPPTANTTALGDDIS
CDVVIGAPRPWTPGPTISNNFGFGGHNGSVILAPFPERAPASSLAAPASESRRASVDEHEHQLALAREFAIHRDAAAAFGGRALMRRVAVITSSSQTLARSGPSSHET
HCCGDVARRMAYCDPSNEPEARTDVEKPVTYSDD

>Panama-JCVI_READ_1091120957801
MSPTTPPRRSRPSARRSSSSRSIRVDAHRRPVGWPRETEARLAAGARPGAAGKRRMKRRAVVTGLGVVTPLGRRLESVWERLVRGESGVGPISLFDVSGYRVQFGG
QVPWEPEREDIAGPKEIKRLDRFTQFAIAAAKDAVADSGLDFSREEPYRCGVVIGSGIGGLWEFEVQEERLLHKGIDKVSPFTIPKLMVNSASGHVSALFGAKGPNFAV
ATACASAANSIGSALRAIQYGDADVMVTGASEAALTPIGLAGFQNMRALSFRGDAPQKPAARSTWTATASCSPRGPGSS

>Panama-JCVI_READ_1091120957851
LSTMQLKRVVVTGMGAITPIGNTLETYWQGLLNGVSGAGPITQFDASKFRTRFACEIKGFDPTQFMDKKEARKLDRFAQLALAVSDQAMQDAGLNKENINPDRVGVVF
ASGIGGLTTFQHEVTDFAKGDGTPRFNPFFIPKMILDIAAGQISMRHNLRGPNFAVVSACASSTNAIMDAFNLVRLGKADIILTGGSESVISEAGVGGFNAMKAMSERND
DPATASRPYDKDRDGFVMGEAAGMLVLESLDHAIAREAKIYAEV

>Panama-JCVI_READ_1091120959337
MGWPAQKHADPLLRATPAEAAARRRDRDGFVLAEGAWDRRDRGTRARWARGARIYAELRGYGASGDAGHITQPDEEGRGGARAMSMALEDAGLGVDAVHYINAH
GTSTPLGDVAETKAVKRVFGDHARKLAISSTKSQIGHTLGASGGIELVVCALTIARGVITPTINLENPDPECDLDYVPNAARDARVDVAMSNSFGFGGHNASLVLARMA
>Panama-JCVI_READ_1091120959949
MSGSWIVAGARTPVGRMSGAFATMSAADLGAIAIADALRRAGVEPGRVDHVVMGQVLGAGQGQVPARQAAARAGIPMRTPSVNVNKVCLSGLNAIHLAHLMIAAGD
ADVVVAGGMETMTNAPYLLPGARGGLRYGNADLQDAIVRDRPVVRVRRVPDGPRDGALRGWRDHSRGPGILSPRGDTKRAAGVRQATSLRSTLRCLVHESKCDH
>Panama-JCVI_READ_1091121010954
MSPERAWKQNLSTFIMEISMTKDEIKNTIFEYFLKNYNINLGELDKDFPLNRLQELNEKLDSMEIINILFELEDVFKINSMTIEDIATSIDGLIDYIYNNMDHDE
>Panama-JCVI_READ_1091121011931
MSRSTGGDRVADAVGNESCRVADGVGRRRAGGADGFVRAAQSVTHRDRGPGGVRHHHGNEERRHAARALFEKDADLFLEGVQSADARGENRAKASLVGAEVTRL
GEGLCGRGKRELLDPIGATGFLRIVEIRRRIPVRDFVGLGVGEARPEETRPEGLSAETAGCDDAETRDGHAVGAAPGEGVAHQSLETTRSNAWPTVRMSFSSSSGTST
PNSSSSAMTSSTRSRLSASRSSPKVASFLTCEASTERTSTAHLVKRAKRSSLMVAPLFVLSFCQKGPCRSGSVTHSESAVDGHDSTRDVGGITRSQECDDSGDLVDR
GHSPEGTAAVSSAAFSRALRHVVATGRCDDVDVMCETRAHVRASSETTSSLPPAYLVWSADRQPTPTT

>Panama-JCVI_READ_1091121272771
MRPFFDIESVVSSVIMRTPQKETFMPTAVIVDAVRTPLGKRNGRLKNWHPVDLAAEMLSAIAKRNNLDPSQVDDVVMGCVMQVGEQSLNIARNAVLAAGWPESVPGT
TVDRQCGSSQQAAHFAAQGVIAGAYDAVIANGVEVMTRVPMGASIAEGKFGFPMGPRVQERYKAEGGLVNQGISAELISEKWKISREDLDRFGLRSQHNAARATKEG
RFQNEIVPVLDAEAR

>Panama-JCVI_READ_1091138154404
MIPHRAPFLFVDVVDALEVGVSATARWRLTGDEWFFAGHFPGRPTLPGVLMCEAIAQVGAYALLSDPARVGKLPLFGGLDAARFRRQVVPGDELLLEVTLGRMSARA
GKGSGRASVAGETACECDLMFVLVDA

>Panama-JCVI_READ_1091138299591
MPGKEARHMDTFIHYGMAAGIQAISDSGLVVTADNEERIGVIVGSGIGGLPMIEETHSEYTHRGPRRISPFFVPASIINMISGHLSIKYGFKGPNIAIVTACTTGLHCIGEAG
RMIEYGDADVIIAGGAESTISPLGLGGFAAARALSSRNDDPATASRPWDKDRDGFVLGEGAGVMVLEEYEHAKARGAKIYAELLGFGMSADAHHMTAPLENGDGARR
CMLAALRNAGINPDQVDYVNAHGTSTPLGDVAETVAIKRALGDHAGKIVVNSTKSMTGHLLGGAVDWSRYSRCSPCTIRNRRPPLISSIKTLPVISITAPMLRVT
>Panama-JCVI_READ_1091138309181
MKRGRRRAFPWDGLPDAQTPPAMSRGGGHQPPPVMNHAFLVDGIRTPIGTLGGSLRAVRADDLAAHAIRALLARHPSVDPAAIADVILGCANQAGEDNRNVARMAL
LLAGLPVTVPGETVNRLCASGLSAVANAARAIKSKEGDLYLAGGVESMTRAPYVLSKSESPFGRDMQLFDTSLGWRFVNPAMKSAHGTDSMGETAENVAARYGVTR
VDQDAFALRSQQKAARARASGRLAEEIAPVEIPQKKGAPVRVEQDEFLRPDTTMETLAKLKPAFRYDGQGSVTAGNSSGLNDGAAALLLASERGLRVHGLTPIAQVV
TATAAGVEPKVMGIGPVPATRRAQT

>Panama-JCVI_READ_1091139013565
MERPIPRPAPVTSIRSCFSAIRNSLACCHNTYMHERKAIIADAVRTPFGAYFGTLSTVRPDDLLGFTIKELLKKIPQLNPELIDDVVMGDSNGPGQDNRNVARMGALLAG
LPVSVPGVTINRLCGSGGEAVVQAARALRIGDYEYVIAGGVEAMSRAPWIVQRDSKKKPETLDGKEWH

>Panama-JCVI_READ_1091139137268
MSACATAGHAIGEVYEAIRRGDAERALAGGTEAALHPVVIAGFNNMRALSRSGSSVAGGDPTAASRPFDRARDGFVMAEGAGVLLLERLDLALARGATPLAEIVGYG
ATADAQHITLPAPGGSGAVRAARRALEKAGRKGSEIDHVNAHATSTPEGDKAELDAIRTILADSPDAERAAVADRAALRATITATKGNIGHTLGAAGALGAAATICAMR
DSRVHATLNLNAPDSLVGALDIVSGAPRDGEIRLALVNAFGFGGQNSALAPRQMGGSLMRERRRDRLQKRALRALEAAREAARLAPPQPAHAQSKAARSGPSTPLT
PPINPSP
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>Panama-JCVI_READ_1091139259163
MTKFEARLVGQSLVTRIVYAFVRGLLLVLCKIWFRVTVSGREHLPRTGAYIIAPVHRSNIDTPLSSFITSRRVRFMGKDSLWKNRQIGKFLSLLGGFPVTRGAADFEALK
RCVAVLDAGEPLVMFPEGTRQHGPVVHPLFEGPAYVALKRGVPIVPVGIGGSQRVMRKGSKMIWPHKCHVTVGAPIAVEHGGSGRVDRERMTQITAQLSAALQSVFD
DARRRAGDRASDSPSTRD

>Panama-JCVI_READ_1091139289446
MLQAGVGQNPARQAGLLAGLPETLNAVTVNKVCGSGLQAVMQACTAIRAGEIHAAVAGGMENMDLAPHLMHLRNGVRFGEAKMLDHMAHDGL SCAFEKWAMGCA
ADYTAQKAGISRADQDRFAAQSHQRAAHATKEGWFKKEIVPLSAEKIGQKVGCDADEGIRADSTADGLGKLKPAFGKDGTVTAGNASQISDGAAAVIVMSESKAKEL
GLKPLARVLAQDTAGAAPKDLFFAPALSIERLLKKRAWA

>Panama-JCVI_READ_1091142090891
MKLARRRGELMQTSGGGRPGTMAAILGLPESEESRIVAEGAAHGVLVLANRNSPGQIVLSGETSAVDHAIAAASAAGAKRAVRLQVSIASHSPLMEEAAAGMREALS
AVTVRDPQITMLANATAAPIRTADELRRELSDHLTTGVDWIAAIGATAAAGTQRYVEVGYGRVLSGLVKRIPSATGAEIVSIDDLPLTTAVVS
>Panama-JCVI_READ_1091142103538
MKVFDMKLMQGKKGLIMGVANDRSIAWGIAKKLNEHGAELAFTYVGDALKKRVIPLAESLGSKFTLDCNVEKKEEIIKTFHDIKNKWGHL DFVVHAIAFSDKSELSGQY
LNTSRENFSNSMLISCFSFTEVCREASKIMKPGSSFITLTYCADKVIPNYNVMGVCKAALETSVKYLSR

>Panama-JCVI_READ_1091142126093
MRLRSGLQPVLAPYGVFHFFILAVLIVQHFLVIAWTMMSTVLSVFLGEVYFVEPYGQMSHWTDKDLIVSLNFVLVVLPAIYLLEKLHRTLYASQLLHKINGSRLRVALRRE
NDRMYFSKKMDYSVSFSTALVSRFDDLLWVKLNGHAPQCGPAFFRLCPEQVSDPDWHRGLSPSDWAELNRSVSGSPIDVGVKPKRLTLQFGAVRHELAIEVQILALQ
DARVKLWMLARQPDQSAIRAPTQ

>Panama-JCVI_READ_1091142129629
MNRARIPCRCPLSNRYISGPSERLPAALVVPPSWSSRRMADHTAKVKDIIEKELGVEREKLTDGASFIDDLGADSLDIVELVMEFEKEFNIDIPDEDAEKLKTVGDAIGYL
NAKLAG

>Panama-JCVI_READ_1091142140140
MKTAVIVDAVRTPCGKRNGRLKDWHPVDLSAHSLKALVERTGIDPAMIDDVVMGCVMQVGEQSLNVARNAVLAAGWPESVPGTTVDRQCGSSQQAAHFAAQXXXX
XXXXXXXXXXXXVMTRVPMGSSIAEGKHGFPFGQTVQARYAAEGGLVNQGISAELIAEKWNITREDMDRYGVRSQTFAARATKEGRFQNEIIPTLDSEGKIMTTDEGIR
ESTIEKLATLKPAYRPIEDGGKVTAGNSSQI

>Panama-JCVI_READ_1091142141693
MLPQGQHRDHGLHRPTRHGKMTDSGLRCVYPWLPLSKNLPKRLRFRPVVGRCPRSVTYHRFHFGSLDLRILQTGFDAKSRLRPILTRIRYSESVTSLRRPTHLRIDFRA
PPFRTSFFFQHQKGRTLTHHKPVSFPAERPARLRRLIPEAASQRPQTIVAQQPSGMDSPIRPSSHHPVHLPFLDHSKSLTNHLRGRGTGSQALFFRSSQEKFSCQNLQ
GIGPLFFLRTGPANRRRHSANPFGPRTVQRFPHRQSRHLQIPPTTTAQLLRNLRSHLHGG

>Panama-JCVI_READ_1091142142423
MRGGIALADGVRLARRRGELMQASSGGRPGGMAAILGLPESAEAEVVAAGAAHGTFSSRQSQLTGADRALRRRRGDRRRGGRGKRRRRKARRATAGQHRQPLAA
HGGGCRRHARGACRRIDQRPEDADACERQRCAHHYRRAAARRAFESPDWWCRLDRRRERHGGRRRAALRRGRLGPRARRSRQAHSVG
>Panama-JCVI_READ_1091142148255
MNRDGFVIAGGGGILVLEEYEHAKARNAKIYAEVVGYGATSDGYDMVAPSGEGAQRCMELALQGISQVDYMNTHGTSTPVGDVKELEAIRAVFADNKYGPMPHIAST
KSLSGHALGAAGVNEAIYSLIMMENKFIAPSVNIEELDPLAKDLPIVTKRIDNIEVKTAISNSFGFGGTNACLVFSTKNL

>Panama-JCVI_READ_1091142157940
MPASFSSFIEIMSGVKSPFDVWVKSIKLSPTLSSDSRKSRSSKIQSVPPGAVNRFAFWSVLINPSKVIEPSDVISFEIVLLDSAAEETATWISASVTESPDTEPIMAFEYSSS
VIFKSCLNTASRARFASVPRLAN

>Panama-JCVI_READ_1091142197056

MYFMKEIVIVSAVRTPMGSFGGSLKSLSATQLGAEAIKGAIAAAKLNPSLVTDVFMGCVIQSNLGQAPARQAAKYAGL SDHVNCTTVNKVCASGMKAVSMAVQHLLL
GDASIVVAGGMESMSNIPFYVESLRWGNNYGNSTLIDGLSKDGLTDAYDGKAMGIAAELCASECKISRQEQDDFAIESYKRSQKAWESGLFANEVIPVSIPQRKGDPIV
VNKDEEPFAVKFDKIPSLSPAFAKEGTITAANASTMNDGAAALVLMTKEKAIELG

>Panama-JCVI_READ_1091142322412
MHKQPVFSVYLSVMYTLIRNILFRFDAERVHYFSMNSLQNLCKIPGLRSMLTMSFKPRLSPVSIFGLQFRNPIGLAAGFDKNANYLDLLDMMGFGHVEIGTITPLPQLGN
DKPRLFRLTSDKAINRMGVNNDGMDTIATRLKQWRKKYPKSKMIIGGNIGKNKVTPNEEAWKDYVKCFQTLHPFVDDFVVNVSSPILQITRTTRKASLRKICKAL
>Panama-JCVI_READ_1091142363111
MWALGGDADVMVCGGAEGSVTPLAIGRFASAKALSTRNDDPATASRPWDKERDGFVLGEGAGVMVLEEYEHAKQRGAKIYAELTGFGMAADAFHMTAPDTDGPK
RSMQNAMKNAGVNADDVQYLNAHGTSTPLGDKNETEAIKLAFGLDAAKKLVVNSTKSMTGHLLGGAGGIESIFTVLAIHHQISPPTINIFDQDTECDLDYCANTARPMKI
DVAMKNNFGFGGTNGTLIFRKI

>Panama-JCVI_READ_1091143024235
MIAIETGAVGHNLAVVSACATGTHALGEAAEAIKRGDVTAVIAGSTENPLIEVAHIGFMNMRGLGAPRDGEDLASASRPFDTDRAGFVLGEGAGAFIVEDLEHAKARGA
TIYAEVVGYGSSADAHDMIQPIEGGAGAARSITWALQRGRIDASEIDMINPHGTSTPVGDAREALAFHSALGARAAQIPISATKSLTGHLMGAAGAVEAVFTALSLHHQT
IPGTLNTRAVDPECNLTVALETRQAPLRAAISNNIGLGGHNGAVVLRHWTGR

>Panama-JCVI_READ_1091143026150
MSDGQRDGFVLGEGAGVLLLEEYEHARKRGANIYAEVTGLGSSFDAYAVTKPDPEAGGASRAIKWALREAKLDTKDVDYVNAHGTSTRLNDQMETMAIKQVFGEKA
KKLPLSSIKSMIGHLIGAAGAVEAVAMALTLKLGVMPPTINQTNFDPKCDLDYIPNCARDKKVRTALSTSFGFGGQNAALVMQSISN
>Panama-JCVI_READ_1091143057179
MQRGGRVGEHRDVRHARLAQLVDRPDGLGHLHQGEDVLLHARAARGGHADQRNARREGGVGREAEALAHHAAHRAAHEGEVHDGEGGGPPDDPARAGHQGVP
EPGLELGVEQAVGVRAQVDEGKRVGGAQVRADLGEGARVDDLVDALERPHREVVPALRADPQGVAQLVVAIVRAARGARVGVPSPRVIIALGALDVDLDRGHQPRC
SSKRSSTRHALCPPKPKPFEIATPTDCSRRALGT

>Panama-JCVI_READ_1091143071954
MSGGPPGASPLWPRSDPRTYSSVTSANGKDPRRHPCRGRRPDDRRARCSVLVSGGPRARQRADNVGGHTLGAERPAQEHPCGRGADARTRARRGVHRGDGEQH
QLQHGVVVDLRTGEHLWSDEATRARERMGQATRPAVPGDR

>Panama-JCVI_READ_1091143116630
MKGINYSISSACSTSAHCIGNAYEQIQYGKQDIVFAGGAEEEHWTMSFLFDAMGALSSKYNATPDKASRTYDVNRDGFVIAGGGGILVLEEYEHAKARNAKIYAEVVGY
GATSDGYDMVAPSGEGAQRCMELALQGIDQVDYMNTHGTSTPVGDVKELEAIRTVFANNKYGPMPHIASTKSLSGHALGAAGVNEAIYSLIMMENKFIAPSVNIEELDP
LAKDLPIVTKRIDDIEVKTAISNSFGFGGTNACLVFSTKNL

>Panama-JCVI_READ_1091143175007
MVRPDRLGVIIARDRGSRLRGAAHGAHAGWAGRISPSRPDVHRRHRGRRGLDALPGEGPQLRDPVGCASSAHAIGDAFRLIAYGDADLMIAGGAEAAVSPMAIGGFA
NMQALSTRNESPETASRPFDQTRDGFVLGEGSGVVILEELEHARARGAPIYCEVMGYGATGDAYHLTGQPEDHAGLQRAMRRALEDAGLAPSDVQYVNAHGTSTPL
NDSNEIRAIKAVFGPHATGLNVSSTKSSTGHMLGAAGAVEAIFSALAIRHGIIPPTINLQTPDPECDLDCTANTPVRREVHAVLSNSSGFGGHNASIALRRLIG
>Panama-JCVI_READ_1092256289992
MAWPAVAQALTAPNEGPCAPTWMATSPEAMLPMAAGTKKGEMRPAPRSAKTAACSNKVVAPPRPDPMIVATPSDASPCANRGGSPAEASASAAATMAKWVKRSR
RLICFGSSTSEGSKSIAWPPKSTSCPVRSRSRNARTPERPASSPSQSAATPRPSGETAPMPVTTTRCSLLIAPASRCEWWRRGRCRR
>Panama-JCVI_READ_1092256320507
MMGASVSLFASCATGLYTIDYAQRLCDEYDYVIAGASDKNMFFEPVKFFSMVGALGNKLCPFDDSRDGFIMSDGAGCLILQSKEKAEEFGSTVYATLYPAGCASDALD
MTAPDPDGGGARLSIQKALKNADFLPIDVVSAHATSTVIGDPIEYKVITENLGKIPIYAPKSKIGHCIGAASIVETIYAIESMKNDVIPHCQNLNNCSFDELNCLVRTPSKYT
NSGPRRTLNNSFGFGGKCVSQVIEVI
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>Panama-JCVI_READ_1092256348590
MLGSFDGYHIAAPDPDGNGVQRAIKLALAASGLSTKDIVHLNAHATSTPAGDVAEANALRKALGADADHVAVSATKSMTGHLLGGAGAIESVFIVKALHERLAPPTINI
ENLDPAVTIDVVRDKPRELPAGDIAALNDSFGFGGHNVVLAFKSL

>Panama-JCVI_READ_1092256348755
MRFQVRWSATLLTRRETVSFFGEGAAVINLERLDLALARNAQLYGEILGAASNADAHHITAPSPGGVGAISGMKLAIEDAGLSAVDIKQVNAHGTSTPLTDAAEASAVA
TVFGENRPPMT

>Panama-JCVI_READ_1092256382748
MRCRHLHEVRPAGPQRDDLHRVRGRHACNRLRRTAHCMGTLRCGRHGRIGVRSHRDIARRLRQHDRPLHDRAQHAVRHRPRRVRDGRGSRGAHPRAMGPRSRP
WCRDPRRDPRCVIERRCAPHHCTLPRRTRRDRVHAARTRGRCALPLGHQARERTRHLDPAERRGRGRGRLRGVRRAHGSGHERQGRHGPRAPRRGCSRGGAGD
PVHREQVHQPHRRDDRGGPLDEHRPRHGFGTAVGAQSCHLAQLQFRMPHGSVIIAPDS

>Panama-JCVI_READ_1092256386402
MDYELVSDAMGALSSKYNRTPDKASRTYDVNRDGFVIAGGGGILVLEEYKHAKARHAQMYAEVVGYGATSDGYDMVAPSGEGAQRCMELALQGIDQVDYMNTHGT
STPVGDVKELEAIRTVFANNKYGPMPHIASTKSLSGHALGAAGVNEAIYSLILMENKFIAPSVNIEELDPLAKDLLIVTKRIDDIEVKSAISNSFGFGGTNACLVFSTKNL
>Panama-JCVI_READ_1092257190358
MHLAQRGVTRREVGSTGGGGPARHRLDTAGDDDVLMTRLHGHGGPRNGLLTRTTETVDGDTGCLHRPTGGEHGHATDARAVVARVVAVADDHVIDIGGVEPDALL
QRLQHLGQQFLRVNVVQRSRVLAAATRTAHAIDDPGFGHVGSPRRGDGQTVVESPARRSARRFRGSVCQSPRWRRRRGHSPRRWYLRVPRPPWPRSRDRAPIRA
GCGRQSRDRSGRRRATDLMRQCPVRDHVPVPSHRRPRSRPMCPRGCI

>Panama-JCVI_READ_1092257232182
AlIRHMKQREVFIAEAVRTPFGRYFGGLSNVRPDDLLGFTLSSLAKKLPNFDLNFIDDVIIGDSNGAGEDNRNVARMGLLLADFPKNIPGVTVNRLCGSGAESIIQASRAI
RSGDCNFIIAGGVESMSRAPWIVERTSKEQPINPTYHQSTVGWRMTNPLFPSLWTQRLGRCAEEVAERFNISRQAQDEWALRSHELADVAWSRNLHKDFVVPENQIIK
DESIRADTSLKKPTL

>Panama-JCVI_READ_1092257240251
MTSAFICDAIRTPIGRYGGTLASVRADDLGAIPLKALMQRNPKVDWAAVEDIYGCANQAGEDNRNVARMSGLLAGLPVEVPGTTVNRLCGSGMDAIGLAARSIKSGET
ALMVAGGVESMSRAPFVMGKAETAWSRSAAIYDTTIGWRFPNPLMKKLFDTHSMPQTADNVAEEFHISRADQDAFALRSQQRWAAAHAAGRFSDEIVPVTIASKKGD
SKIFSSDEHPRPETTLEMLAKLKGVNGPELTVTAGNASGVNDGACALLMASEQQPLDMV

>Panama-JCVI_READ_1092301029489
MGAGSAGGDDPEIDGLGLELDGDHARGDVRDERGNGEGRDAARAALKEHAGLVLDGLHAADAGTDDHAETLGHQLGGVDLGVLDGETGSGDGELRVAVVALGLL
GVHVLARVEVAHLGADLGREVRRVETRHAGDAGAPLGQGAPELVQRAAQRRNRADARYDDPAILAGVGAHCAALGGTCAVTWSRGPSDAGWRLRAS
>Panama-JCVI_READ_1092338808714
MRFRLPRPRRGPAPHPRRPCRHHALRRLRGRHHAPRLRRLLQHEGDVDRLQRHARQGVPPVRQAPRRIRDGGGRRRAGDRVPRARPGPRRTHLLRARRLRRHLR
RLPHHRPGPGREGARALPRPRPRRGGRQEGAGRLHQRPRHLDAHQRPLRDPGHQAGVRRRRPRHLHLLDEVDDRPPARRRRRRGGRGLLPGHPPRSHPPDDQLR
ESGPRLRPGLHPQRRPPAQGGRGDTQL

>Panama-JCVI_READ_1092339403867
MRAAARGADGMTDGDGAAVDIDPGRVDAQFLVDGAGLRSKGFVQFKQVDVLGLPAGALQGLARGRYRAHAHGGRIQPRGAEGRDARQGLQAQGRGLARAHDDH
GSGAVVDARGVARRDRARLVEGGPQAGQGLSAGLLVDELVGVEDQRVTLALGDADADDLILEPAGFLGGGGLLLAAQGQGVLHVAADAVGLGHILGGDAHVVLVV
DIPQTVDDHGVDHLPVAHALTIARTHEHMRRGAHVLLAAGHHDLAVAVGDGLGCQHHGLQARAAHRVDGQTGYLLGDAGLHEGLTGRVLAGASGQHLDP
>Panama-JCVI_READ_1092339403958
MLYRLQYLFSSAKKRLFLQQLCNLLGFRPGRTSLYVAALTHRSVKEKATDNNERLEYLGDAILGGIIADYLFMKYPYKGEGFLTEMRSKMVNRQMLNDIAIKMGLKKLT
SFNRHDNSLKSSQIFGNALEALVGAIYVDRGYATTKKWVFKKLIIPHLFMDDLENTEINQKTNCTVGPTREGNNWYLRHSMKDRNEKMSQLQLCDGE
>Panama-JCVI_READ_1092341846159
MEIIGVHHGRPLLPGDLHRDDLRVESPRLHRLDRQLMRAIREGILPRTRDPRLLRGVLRVAAHMAIVEGAPEPIGDEPIGHRLRAELHPGAHPAYVVRGVRHRLLPPRH
QQLFVTGADRLRRHHHRLQPGAADLVDGDRRDGTRDPRLDHRLARRGLSDAALEHVAHQHLADRTSIDTGTLDGGPDRDRTEVRSLQRAQPAEESADRGARRAHD
DWGTLTRHQRITDG

>Panama-JCVI_READ_1093017946126

MTTRSGKRSRRSARRALASCSAPAPRASMKPAVASPTICGKTGSPPTTTISNRRLAPRPISSPTGCN

>Panama-JCVI_READ_1093018897060
MEAALFGGARRVVLRAQTERVEFVARNLPLLADEFGGDSLVDESAFGLVALLHARAHREAELALGDRSTHRHAGHHFDAVGDDCVISTGNHTLCSEVRSLLAGAALA
IDGGAGHRLRPTGGEHGVAGDVETLFADLHNATHDDVVDLRRVKIVALGNRVERLGGEIDGVPVLQASVALAERGANCVDDHCGGHGGSFGGALIITGEPPDSFSGG
FVTTTTKSGSGRRIDVNCDLGETSLPWHESPEPNLLQLVTSANVACGGHASDHASMHAICTEAARLGGRRSTVSYPTSKLRSRRSRDAGAALASRLKNIRALLLLLMQ
QHRSVVCQPTNAVQLWCTTRHAMRLALRRRCRLC

>Panama-JCVI_READ_1093018922611
MLQAVDQRRHDARAGHAERVPERDRAAVHVELVQRDLEVLGRGDDLRRERLVDLREVDAVHREARTLQRLARRLDGAEAHDLGVQPRDARRHDARERRDAEPLR
LGVAHHEHCGGAVVERARVARRDLAVGAEDRLEPRQCLDRGARARAVVLRDHAAVGQGHGRDLALEESVLLVRDRALLRPRGKLVHLAPRHALDLADVLSRLPHR
DVGVGQARGRRPRALTARRAGLGPLA

>Panama-JCVI_READ_1093018985596
MKGSDVEDLIIGVGQPAGEAGFNLGRIVALLAGIPEAPGVVVNRYCSSSLQTIRMAAHAIKSGEGDCFIAAGVEAVSRYGSGASDTAPNAIFQGPGERSKLRSGGGQPT
WTPASGLPDAYIAMGQTAENVREVEGVTREEMDAFAKLSQDRASANVANGFFEAEITPLTLPDGTVVSKDDCPREGTTLEGLAALKPAFRPDGQITAGNACPLNDGA
AAVMVMSDTKAKQLGLTPLARVVSSGLSALNPEIMGLGPIEASRQALKRAGMTIDNVDLVEINEAFAAQVIPSAKHLGISWDKLNVHGGAIALGHPFGMTGARIMTYKP
>Panama-JCVI_READ_1093018994017
MRYSLQGPAETICTACAAATHAIGYAARLIAWGRCDAVVTGGAESAATITAVAGFANMTALSSSGCSKPFDATRDGFVFGEGAAVFVLERYDLAKARGANILAEVLGA
ASNADAHHITAPSPGGVGAMSCMQQALDDAGLTVSDIKQINAHGTSTPLNDRAESEAVAALFGNPTPPVTSIKGVTGHPLGAAGALEAAAVLLSFEHGLIPPTANTTKL
GDDITCDVVYGAPRKWTPGPTISNNFGFGGHNGSVILSPAE

>Panama-JCVI_READ_1093022008189
PQHIDEISAGVVVPQTKNGNVARDAIINLGLPPHIHGYTVNRACTSSLQTIADAGKSISFGHPLTTLAGGVEVLSDVPIVYSKEARQFLLALNKAKSPADKLAMLSHFSAK
AWLPKPPALSEPLTGLTMGESAEIMAKLNGISREDQDKFAQSSHKKAAEAQKAGRFDDEIIPIWAPTSFEATDKDNLIRGDTSLDKLATLKPAFDKNYGSLTAGNSSAL
TDGAAVTLIADEQVAKSFGLKPKTRIRDFFFVGVDPTEQLLIGPAVVIPYLLKRNKLELANIDL

>Panama-JCVI_READ_1093022121353
MCHGRARLPRCPPLIRSGEADIVIAGGVEAPLLPMAFAALSNMGALSKRNDDPTRASRPFDKDRDGFVFGEGGAVFVIESLAHAKARGATIRAELLGAGATADAFHIS
APEPTGRGAAGSMTKAILDGGAVVDEISYVVAHGTSTPLNDLTETKAIKRALGDHAYTIPISSPKSMVGHLLGGAGAVAGLAAIKAIETGTVPPTINLETPDPECDLDYVP
NIARTNQAIDRVLINGFGFGGQNASALFGKLR

>Panama-JCVI_READ_1093022161512
MRRRRWCCRTARRFSSSMSSTNSWSVVVRWVAGSCAATSGSSPDTFRVAPTLPGVLMCEAIAQVGAYALLADPSRNSKLPLFGGLDAARFRRQVVPGDELVITAEL
GRMSARAGRGGGSVTVNGELACECELMFVLVDR

>Panama-JCVI_READ_1093023080123
MKTAVIVDAVRTPCGKRNGRLKDWHPVDLSAHSLKALVERTKIDPAIIDDVVMGCVMQVGEQSLNVARNSVLAAGWPESVPGTTVDRQCGSSQQAAHFAAQGVISG
AYDVVVAAGVEVMTRVPMGSSIAEGKHGFPFGQTVQARYASDGGLVNQGISAELIAEKWKISREDMDRYGLRSQNYAARATKEGRFQNEIVPTLDSEGKVMTTDEGI
RESTLEKLATLKPAYRP

156



ANEXOS

>Panama-JCVI_READ_1093023088988
MSGSWIVAGARTPVGKLSGAFAAMSAADLGAVAIAEALRRAGVEPGRVDHVVMGQVLGAGQGQVPARQAAARAGIPMRTPSVNVNKVCLSGLNAIHIAHLMIXXXXX
XXXXXXGMESMTNAPYLLPGARGGLRYGHAEMQDAIVRDGLWCA

>Panama-JCVI_READ_1093025006527
MPSPPFDPLRTILVVESNPPLRGERVQESQSPFLHRNMPGGSCFASFSRRFGWPTKGIERSYTIVTFASPGVPFPLGAAIFDKRVMSVRGHFINVDPTPEKVSLGMNVP
LATYSLGKDDNGEEAMGFGFEPA

>Panama-JCVI_READ_1093025007524
MGEGAGAFIVEDLASATARGATIYAEVVGYGSSADAHDMIQPIEGGAGSARSIQWALQRGKIDPSEVDLINPHGTSTPVGDEREALAFHRVFGARAAEIPVSATKSLTG
HLMGAAGAVEAVFTALSVHHQVIPGTLHTRNVDPACNLNVSRETRSAEIRTAVSNNVGLGGHNGAIVLRRWTGK

>Panama-JCVI_READ_1093025040633
MSHAVIVDAVRTPLGKRNGRLKNWHPVDLAAEMLSAIAKRNNLDPSQVDDVVMGCVMQVGEQSLNIARNAVLAAGWPESVPGTTVDRQCGSSQQAAHFAAQGVIA
GAYDAVIANGVEVMTRVPMGSSIAEGKFGFPMGPRVQERYKAEGGLVNQGISAELISEKWKISREDLDRFGLRSQHNAARATKEGRFQNEIVPVLDAEGAMMSTDEGI
RETSLEKLASLKPSFKPVEEGGRVTAGNSSQITDGSAALLIMSEEKAKKLGLKPRARFVSFALAAENPRYMLTAPIPRRGALERAT
>Panama-JCVI_READ_1093041159021
SRRVVITGLGAISPIGNNVQENWDSCLSGKSGIKTIAHEWTSNLNTKFGGLIKIDPLEKLDKVQARRMDRSSQLGIIAVKEAWLDAGKPEINPERLGVFFGSGIGGLSTVL
EQYDVLKNRGPERVNPMTVPMIMPNSAAAMVGLEVGAQAGVHSPVSACATSAEAIAGGFEMIKNNRADIVVSGGAEACVIN
>Panama-JCVI_READ_1095293052443
REVVVLSAVRSAVGTFSGTLSGIEPADLGGMVMKEAVKRAGVDPGKINYVSVGNCIPTESRSPYLARVAAINAGLSMESVAVTLNRLCGSGLQAIVSTSQAIMLGDCDF
GVGGGAESMSRGGYLSTAMRTGARMGDTKMIDMMVATLTDPFGVGHMGITAENLAVKWKISREEQDAFALESQNRAAKAIAEGRFKSQIAPITISTRKGDVIFDTDEH
>Panama-JCVI_READ_1095295020927
MELKRVVITGMGAITPIGNTLDEYWKGLINGVSGAGPITQFDATKFRTRFACEIKGFDPTQFMDKKEARKLDRFAQLALAVSDQAMQDAGLSKENINPDRVGVVFASGI
GGLTTFQHEVTDFANGMVLLDSTHSLFLNDFGYRSGSNQHAS

>Panama-JCVI_READ_1095295025880
MITSSIRFGSKLLRSTRALITCAARSTGCHSFSRPLRLPSGVRIASTITAFCMGVPPCCGPGESLPLVGFQHLAEDSLERMQVRLGETVREDASHDAVVRGVGGAPQVV
AARGEHNLHRPSVVPGGFLAGHQVTFLHLVQLAAEAAGVGHRALGKLVEPHRTLVRREGIECLEPRQLQVEPGHQLAREHLLHRGVRGEERTPCGESFGIRHHGPV
NPSWFPCPVTQRVRERGKVRTRLVCCGLPHQQRSGGHHELGHRDP

>Panama-JCVI_READ_1095295027970
GRFGRDWDPLPYFPGPKEARRADRVEQFALAAAQEALAQSGPLPHDPARIGTIFGTGIGGLRTLEEQVIVRVEKGERRVSPFLVPMMMANAAGAAISMRHGFRGPAE
TICTACAAATHAIGQAARLISWGRCDAVVTGGAESAGTITAVAGFANMTALSSTGVSMPFDAARDGFVFGEGAAVLVLERMDLAVSRGAPVLAEVLGAASNADAHHIT
APSPGGAGAAACMRLALDDAGIAPSDVRQINAHGTSTPLNDAAEAEACVAVFGTDGPPVTSIKGVTGHPLGAAGALEAAAVLLSFAHGLIPPTANTHDCGPGPRHRH
RRPAHRERWTPGPT

>Panama-JCVI_READ_1095300010165

MMVSACSSGIEILNSFSNSMINSTVSNESAPRSFVKDASAVTSFSSTPNLSTIIFFTLVAMSDMVCFFGLWLQK

>Panama-JCVI_READ_1095302010313
KNTSASGDQNEISSDVDAVRTPCGKRNGRLKDWHPVDLSAHSLKALVERTGIDRAIIDDVVMGCVMQVGEQSLNVARNAVLAAGWPECVPGTTVDRQCGSSQQAAH
FAAQGVIAGAYDVVVAAGVEVMTRVPMGSSIAEGKHGFPFGQTVQARYAADGGLVNQGISAELIAEKWNITREDMDRYGVRSQTFAARATKEGRFQNEIIPTLDSEGK
VMTTDEGIRESTLEKLATLKPAYRPLEDGGKVTAGNSSQITDGATAVLIMSEERAKQLGLKPRARFVNFALAAENPRYMLTAPIPATKKVLERAGLTIDDIDLVEINEAFA
SVVLAWRKSSPQLPCRT

>Panama-JCVI_READ_1095302023567
MSSLPLPSELIPHREPFLFVDELTKLVPGQSATGLWRLTGDENFFDGHFPGRPTLPGVLMCEAIAQVGACAILSEEKFKGKLPLFGGLDATRFRRQVAPGDVLEMSVS
LGRMSARAGKGSGVAKVNGEIACECELLFVIVDA

>Panama-JCVI_READ_1095306095922
MGIEREHEKLLNSGPGRVSPFFIVSAIVNLAAGNVSIRHGAKGPNSATATACAAGAHAIGDSFRLIERGDADAMICGGAESAITPMSVAGFDSMRALSRRGDDCTKASR
PFDAERDGFVIGEGAGILILEELEFAKRRGARIYAEIVGYGMSGDAFHVTMPDETGSGAIRVMTRAIKDAGITPDKIGYINAHGTSTPYNDKFETMAIKKVLGDHASKVAV
SSTKSMTGHALGAAGGIEAVISVMALRDDILPPTINLENPDPDCDLDYIPNAARNARVDYVLSNSFGFGGTNACLLFKRFEE

>Panama-JCVI_READ_1095306115594
MTKDGLLLRMKEADFESVVDVNLTGAYRVCKRAAQSMLRARKGRMVLVSSVVGLSGQAGQANYAASKAGLVGFARSLARELGSRSITVNVVAPGPVDTDMTRALG
DDKLAAFAELVPLGRIASPDEVAGVITFLASVDAAYITGAVIPVDGGLGMGH

>Panama-JCVI_READ_1095306136637
MFARNLPLLTDQLCRDALVHEAAFGLVALLHARAHRESELAFGDRRAHRHPGHHFDTVGDDSVVRPGDHALCGKVRRLLARTTLAVDRGARHRLGPSSGEHRVAR
DVETLLTDLHHTTHHHVVDLRRVEVVALGDCTEHLGGEIDGVPVLQAAVALPERGADGIDDDCGGHGSLPFAVSS

>Panama-JCVI_READ_1095308018796
AGLAAQRLPVGKKNGQMKSTRPDDLLAAALQACLSDLPELDRNAIDDVIVGCAMPEAEQGMNMARIGLLLAGLPQSVPGITINRFCASGLQAVAYAAQRIQLGEADLV
LAAGAESMSAMPQIMGNKLAMNPVVFADNEHLGIAYGMGMTAENVARQWSVSRDDQDQFALASHTKACKAQAEGAYADELTPYEVVAHLPNPESAQPRLKRSWM
HQDEGPRADTTLERLAKLKPVFHAKGSVTAGNSSQMSDGAGALLVASASAIKAHGLTPIARFVAFEVARVAPEIMGIGPIAAIPKAVARAGVRLQDIGWIELNEAFAAQ
ALAVIRELKLDPTLVNPLGGAIAAG

>Panama-JCVI_READ_1095311005360
DRFWSGARVREWAHRTRGCCDAGPCRRMPPRRTFRSRRPVRERPDSGRESEAHQWSLHRLPREWRRGSDPFAEYRRGCYWRVSSDRPVVPTKGSPMAGSYIVA
GARTPIGKMSGALASFTAADLGSIAIKAALERAGVAGTEVEHVIMGQVLMAGQGQVPSRQAAVKAGIPMSVPAININKVCLSGLNAIYLADQMIQAGDADIVIAGGMES
MTQAPYIAAGARGGFRYGNTELRDAIIADGLWCAFDACLMGLGTERYTSKSISRDEQDDLAMKSNQRAAAAIAAGRLADEIVPVSIPQRKVTRSSSPMTKVFAPTPPW
NRSEDSSRPSTRRAPSPPPRVTDHDGGSAMVIMRERAVKARGCEPPQPICDYWLV

>Panama-JCVI_READ_1095321026896
MAGFNAMKALSERNDDPKTASRPFDKDRDGFVMGEGSGAVVLEELEHAKQRGAKIYAEIVGGGATADAYHITAPHPEGLGALNVMRVALAEAGMEPSDIDYINVHGT
STPLGDIAETKAILNVFGDHAYKLNISSTKSMTGHLLGAAGAIETIACINAVVHDCVPPTINHFTDDDQLDPKLNLTFEKPQKRTVRAALNNTFGFGGHNASIIVKKYL
>Panama-JCVI_READ_1095321031686
MRFRAKGPNYATQSACASSAHAIGDAFRLIAYGDADVMIAGGAEAAVTPMAIGGFGNMQALSTRNDSPETASRPFDQTRDGFVLGEGSACVILEELEHARARGASIYC
ELVGYGASGDAYHLTGQPEDHEGLQRAMRRALEDGGLSPADVQYINAHGTSTPLNDPNEIRAIRKVFGPSATGLNVSSTKSCTGHMLGAAGAIEAIVSALVIRHGIIPPT
INLTTPDPECDLDCTANTAVTREVHAVLSNSSGFGGHNASLALATTGRLTR

>Panama-JCVI_READ_1095328001275
MTHPSSSAARWTRWRNVTSWPARSQRGMTAGRWRSCSPRADTTCGAPPTPRTTASDACSRTVSPRRTCMRSNGSSARCWKPTSGRLSHGPQHGGTPMQNAVIV
DAIRTPLGKRNGRLKEWHPVDLAAQVIKALVERNNFDPNLIDDVIMGCVMQVGEQGLNVGRNAVLAAGLPETIPGTTVDRQCGSSQQAAHFAAQGVMAGAYDVVIAS
GVEVMTRVPMGAAMAEGKYGFPFGPMVSARYASEGGLVPQGISAEMIADKWDITRDDMDEFGVRSQTYAARATAEGRFEREILPIADAEGKMMTSDEGIRDTSRETL
GALKPAFRPAEEGGRVTAGNSSQITDGASAGLSL

>Panama-JCVI_READ_1095328016508
MTALLDDEACRCPSTPRATSFVFGEGAAVFVLERWDLAVARGARVIGEVLGAASNADAHHITAPSPGGAGAAACMRLALEDAGIAPADVRQINAHGTSTPLNDAAEA
EACVAVFGRSGPPVTSIKGVTGHPLGAAGALEAAAVLLSFTHGLIPPTANTTTVDPALGIDVVVDAPRPWTPGPTISNNFGFGGHNGSVVLAPAAA
>Panama-JCVI_READ_1095328016843
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MIRDGDADAFLAGGSEAAVVPLGLGGFGAMKALSTRNDEPTRASRPFDKGRDGFVMGEGAGVLVLEELEHAKARGARIYCELLGYGLTADAYHMTSPLPNGEGAQR
CMRMALAKASLNVEAVDYVNAHGTSTPVGDLCEVRAIKAVFGEHAKKLAISSTKSMTGHLLGAAGVVESVACAMSIRTGVVPPTINLEDPEEECDLNFTALTAQERPV
KVALNNSFGFGGHNASLVIGAF

>Panama-JCVI_READ_1095328017008
MHSTYERLGLKIVDLILRLRKLAARSSRVGDLDSSPLSGQRTFAMVSSLRRWNLGCNRFGAGCAQVAVQSLNCDVKMLSEMPPNSADLIGIFNSLDHLESPVEVLKQC
LAVSPRLIVGGHEPRRAKYQHAYALDNETLRRLGTKFGFTVTDISDQVAEWPASEYLVLITRN

>Panama-JCVI_READ_1095328017448
SLFGAAALEVWIPFKTNPLILPKETEPRALIRFVIPKMISDICCGHISMRFGFRGPNFTTVSACASSTHAIIDAFNYIRLGKAHAIVTGGSEAAINECGMGGFNACQAMSTR
NEAPQAASRPYDKNRDGFVLGEGSGALVLEELEHALKRGAKIYAEVIGGGMSADAHHITAPHPEGLGAKLVMERALKDAEINPTEVDYINTHGTSTPLGDTAELKAIVQ
IFGEQAYRMNISSTKSMTGHLLGAAGSVEAIATILAIREGKIPPTINHETPDPDITPPTP

>Panama-JCVI_READ_1095328018002
MGQRITKLKPVGGFCAETGGAMTLFIASSFGIPVCTTHTITGAIVGVGSSHKFSAVRWGLAGNIVWAWIITIPASAMMAALAWWLGSLFLPRLNTTLAMPRGAQAVAD
WQRRMPGSSEPPQGAFTMSREVVVVSAVRTAIGTFGGALKDCTPTQLAASVVREACARAAVGAADVHHVVFGHVVNTEPRDMYLARVATIEGGLSIDTPALTLNRLC
GSGLQAIVSASQSILLGDAEAAIGGGAEVMSRGPYVMPGARWGQRMGDGQIVDMMVGALHDPFGRIHMGVTAENVAKQWGITREDQDALALESHRRASKAIRNNHF
AGQILGVELKSRKGTTGRSPSY

>Panama-JCVI_READ_1095328022206
MHFRSTGVHWLKVRAALQPIKLFDASKFKTRFACEIKNLSIDNFIERKEARKMDLFTQYAMIVCDEALRDSGLDLPSLDHDRVGVIWGSGIGGLFTFQEEVKYFAKGDG
TPRFNPFFIPKMIPDLSAGHISIKYGFRGPNYATVSACASSTNSIYDAFTHIRLGKADIVTGGSEAAVCEAGVGGFNALKALSERNDSPETASRPYDKDRDGFVLGEGA
GCLILEDYDHAKARGAKIYAEILGGAMTSDAYHITAPHPEGAGIIKVMELALKEANLKPSDINYINTHGTSTPLGDIGEIKAIQKVFGDSAGSINISLSHP
>Panama-JCVI_READ_1095328025538
TTWAVFRATLPAECARLGRRGHSCRRGPRWHGPELVTEVLMGNCLMAGQGQAPARQAAFKGGLPASAGAVTLSKMCGSGMRAAMFAHDMLQAGSHDVLIAGGM
ESMTNAPYLMLKGRAGYRMGHDRIYDHMMLDGLEDAYQPGRSMGTFGEDCAAKYQFSRAQQDHFATSSVERAKAATASGAFATEIAAVTVKDRSGERVIAIDEGPG
KVKLDKISSLKPAFQKDGTITAASSSSINDGAAAMVLMRESTAKQLGCKPLARIVSHATHAQAPEWFSTAPVGASQKALAKAGWQVSDVDLWEVNEAFAVVPMALM
HDLKVPHDKVNVHGGACALGHPIGASGARIMVTACRL

>Panama-JCVI_READ_1095328034869
RERRGTMAEAVIVATARSPIGRANKGSLVDLRPDDMSAQIVRALMIKVPQVKASDVEDLIMGCGQPAGESGFNIGRIVALLAGLDDCPGVTVNRYCSSSLQTIRMAAHA
IKAGEGDCFIAAGVETVSRYQHGASDLAPNPISALGRAHQTRAAGGRHLTPRADCRRYIAWQTLKLPVRLTAPNDIPPSSSAVPQNALSGSAVPPRPDQESPRPRQA
WGSLPGANTWY

>Panama-JCVI_READ_1095328046018
MRRVGHRLHAGGDHDVGLAARDHLVGEIDGVETRETHLVHVHARHVHRDAGFHCGLARRHLALAGHQHLSDDHMLHFVGSHTGTLQRFGDGEAAEVGCGEVAQR
PAHLADRRARPRDDVRTWHVAPLLRARVPLDPPPCTCPLDSPCRRHRSVVSTRGFDQRRHQQWRQQRATRDAPVAERLPRGGAREERRRDVRRRRLARQRPAPQ
PQVARSAAARHRPRRGAGCDDGEQHKFQHGVELDFRAGQHVRLSHSARARELVGQAPRPAVSRVGSD

>Panama-JCVI_READ_1095328054931
MGPDRVNPMTVPMIMPNSAAAMVGLEVGAQAGVHSPVSACATSAEAIAGALEMIRNDKADVVVAGGTEACVNRLAIAAFASMKALSTRNEEPEKASRPYDQGRDGF
VMSEGAGALILESEEHARKRNAPIYGYLVGAGISSDGYHIAAPQPDGLGAINAINKALEDARISK SDIKHINAHATSTPVGDIAEYKAISSVFKNQVEQIVVTATKSITGHIL
GGAGAVESIFTILSLKNSLVPPTLNLENQDNDIRLQIAHGKPYKLAENSYFAINNSFGFGGHNVCLVFQRA

>Panama-JCVI_READ_1095328065273
MKVMQDVNILMSHYGFERVIVLTVEDGVSNAVLEFFGNSKAVLSAKEEEDGILPSAFDSKNYGFRVGQGAALAVFETAQAMAKTGAMPVARLVGAYNASETSTNAIG
QREDGEGFAKAIEGVVAHSGVSYGHIKVVKTHGTGTQSNNRAERSALTGLLPEFVATSYKQKIGHTMGSSGLLETLLLLNDLKNGIVPAIANRTETDSVFLSHPISRPDG
LVLSLAAGMGNIYSAAIFEGL

>Panama-JCVI_READ_1095328065806
MSAQIVRALMAKVPQVKPDEVEDLIMGCGQPAGEAGFNVARVVAVLSGLDNAAGVTVNRYCSSSLQTIRMAAHAIKAGEGDCFVAAGVETVSRYASGASDTAPNPVF
KKPGERTKARAAGGQPTWTPQQGIADMYIAMGQTAENVRELENVSRQEMDEFAARSQQRACENVDNGFFEREITPVTLPDGRVISKDDGPRPGTTVEALSGLKPAFR
PDGQITAGNACPLNDGAAAVLVMSDTKAKKLGLKPIARIVSSGVSALNPEIMGLGPIEASRQALKRAGMTIDQIDLVEINEAFAAQVIPSAKHLGIPMDKLNVHAAQSRS
ATRSA

>Panama-JCVI_READ_1095328071384
DRFGDRGVPGSLSSLSAPDLCAQVIKSLLSKYPNVKPTEAILGNVLGAGIGQAPARQASLRGGMDVSSSALTINKVCGSGLKAIQLAATSVLMGDHDIVLAGGMESMS
NAPYLLPKMRQGARMGHAQAIDSMLFDGLHCAMTDQAMGSTGELVADKYHVTRLMQDEYAFLSHQKALTAMEKGFFKNEIVPIALSGKKGSEILITEDEGPRKDTTLE
KLQALKPAFKKDGTVTAGNAPSVNDGASVGLVTTEAKALSLGIKPVCKIMGWATAGLEPQWVTMAPVPAIQKLMAKLGWTNSDIDLWEINEAFSVQLVATINELKLDS
SKVNIHGGAVALGHPIGASGARVLSTLIYALKKTGGRRGIAALCLGG

>Panama-JCVI_READ_1095333004760
MQALASGAQSILLGESEVVLAGGIENMSRVPYLVDAVDARWGHKMGNFQFVDAMYRDGFADPLSGLIMGETAEVLARQYGITRKQSDQFALDSQRKAEAAQKAGHF
SREIAPVSITEKGKTVEISADEHPRHGSTIEALRKLPLTFPKVEGQDGIITAGSASGITDGAAALVLASAEFAKARGLKPLARISGWASAGVDPRIMGIGPVPAIAKLKERT
GLGIEAFDLVEINEAFAAQVLAVLKDVPIPAERLNVNGGAIALGHPIGCSGARIVVTLLHELQRQGKSRGLATLCVSGGMGMALAIEMAQ
>Panama-JCVI_READ_1095333007972
MCSQDSLASHVAKTFSLNSEVIRIQAECVSSLYALNTASMISQAKNKPVVVFCADNLLSDDFDMWVFNSFGAMDQSTGRPFDDTSNGFRMGVGATLMLVKHPSVKHT
LPTIATVSNFKFYTNPDLITNPGSVETIIQHLDGVNFKSFDLWNAHATGTPVGDKVEYELFNQTINRDIPLIGYKSYAGHCMAGAGAIEISMMLDDYANNILRPNQILGEPIV
NDDRIITEPTSFTYRKILKAGLGFGGKTVVCEIHLQ

>Panama-JCVI_READ_1095333020476
MKMTLKMGSLFKDGSQKVFRWAITEMVDIAKKTLLTAGIDVDDLSAFVPHQANQRITEHIAKSLNLPAHVAIARDGVNMGNTTAATIPLAIESLRKNGQCPSGGLALLL
GFGAGLAYSGQVIEIP

>Panama-JCVI_READ_1095333027598
MDSRTKKIMTSSSTKRRVVVTGLGVVSPIGNSIDTFFSSIIEGRSGIKRIEADFIDKLDVKIAAQAHFKGEEHFTKQELALLDRVSQFAVFAARQAADDAKLDFSKIDLKRA
SSFIGTGMGGASATEEGYHRLFRENANRLKPFTVLNAMNGAAGSHVAMQYQLLGSNLTYSTACSSSNIAIGEAYRNIKHGYSDLAFAGGSEALLTFGTIKAWEALRTL
ADEDTTDLSRSSKPFSLNRSGLVLGEGAGMLILEEMDQP

>Panama-JCVI_READ_1095333032755
MRCTIDRIQEWDPSPYFDSPKDARRSDRCEQFALAAAHEALTQSGSLPYDPARIGTIFGTGIGGLRTLEEQVIVRVEKGERRVSPFLVPMMMSNASGAAISMRYGFQG
PAETICTACAAATHAIGAAARQIAWGSCDSVVTGGAESAATITALAGFANMTALSTTLVSKPFDATRDGFIMGEGAAVFVLERYDLAVERGATILAEVVGAASNADAHH
ITAPSPGGAGAVRCMQLALDDAGLQPSDIKQINAHGTSTPLNDAAESEAIAKLFGESRPPVVSIKGVTSHPLGAAGALEAAAVLLSMEKQLIPPTRGTRRSIRPCRSTW
SSPIHDPGR

>Panama-JCVI_READ_1095335013053
RERRGTMAEAVIVATARSPIGRANKGSLVDLRPDDMSAQIVRALMAKVPQVKASDVEDLIMGCGQPAGESGFNIGRIVALLAGLDDCPGVTVNRYCSSSLQTIRMAAH
AIKAGEGDCFIAAGVETVSRYQHGASDLAPNPIFKPSGERTKTRAAGGQGTWTPPSGLPDAYIAMGQTAENVREVEGVTRREMDEFAARSQQRAVAHQENGFFEREI
TPVTLPDGRVIAKDDGPRAGTTVEALAGLKPVFRPDGEITAGNACPLNDSAAAVLVMSDTKAKRLGVTPLARVVSSGVSGLNPEIMGLGPIEASRQALQRAGLTIDRID
FDEITRRSPPQVIPSASTSRSRSRSS

>Panama-JCVI_READ_1095335021615
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VGLRWRFIHLGLGAGLEAYQDSGLDLWRDQIHPERIGINFGVGMGGLPEIEEVHNDLLAKGYKRITPFFIPQVIPNLAAGHLSILLNLQGPNLCNVTACSSSAHSIGESIR
QIQRGDADVMLVGGAECVISPLGIGGFAAMRALSTRNDAPEKASRPFDQNRDGFVMGEGSAVLVLEEYEHAKKRGAKIYAEALGYGLSSDAYHMTSPAPEGEGGRR
AMAMALKDSGLNADQIAYINAHGTSTPAGDVEEARAIKNLFPNGPKHLHVSSTKSMTGHLLGAAGAVEALFSIFAIREGVIPPTINLDNLDPGCAELGLDFTAHHAVRK
KVDYA

>Panama-JCVI_READ_1095335029473
ARQEQTMMHDDVVIVSAARSAVARGKADGALASLHPVDLSAAVIREVVGRARIPAERIDDVIWGCAMPEAGQGLNHARLALLRAGLPVEVSGMTVNRFCSSGLQTIAL
GAQAIKSGMNDVVLAGGVEMMSAVPMSGYHTRLHPELTEENIGMGFTAERVAAWWGITREAQDAFALRSQQRAAAAQAAGRFKTEIVPIEVERVRYDGANRIAETKI
FAQDELVRRRHDARGARETAAPFQSPP

>Panama-JCVI_READ_1095337025149
VRLAELSHIKHGYSDLAFAGGSEALLTFGTIKAWEALRTLADEDTTDLSRSSKPFSLNRSGLVLGEGAGMLILEEIDSAIKRGARIYAEIKGYGTMNDVYHITQPSVDGQ
ANAMIAALQDANLNSQDIHYINAHGTATKFNDLMETQSIKKVFADQAYKIPVSSTKSVHGHLMGATGAVESIASILAINSKKLPPTMHLDQPDPECDLDYVPNEAREILKI
DHVMCNTFAFGGTGGVLIFGRV

>Panama-JCVI_READ_1095337029169
MRPRRGRRADAPRRRAPRRCAPRGRRCARTGSSARPPWASRQPTRRRSARLALCPPNPEELLSTAWTSRRTATFAVQSRSHSGSGVVRLIVGGMIPCRITSAETIAS
MAPAAPSMWPVHDFVELTLSPVADGPKTFRIARISFGSLSGVDVPCALMYCTSAGESPPSSRARRIAR

>Panama-JCVI_READ_1095339028735
RPMTSQELLLPKEVAVPGSYIVAGARTPIGKMSGALADFSAADLGGLAIAEALRRAGVSPHEVEHVIVGQVLMAGQGQVPARQAAAKAGLPLNVPSVNINKVCLSGLN
SIYLADQMVASGEADIVVAAGMESMTNAPYIATGARGGFRYGNTELADAIVKDGLWCAFDACLMGLGTERYSAGSISRDDQDRAAMQSHARAAAAIAAGRLADEIVP
VSVAQRKGDSVIVKDDEGVRASTTMQSLAALRPAFDKNGTITAGNASQISDGGSAVVVMSKRAAELVPAV

>Panama-JCVI_READ_1095344012677
MKNLVLLKKKLAMRKLELLLDLEVLQLRTLCSQLIQQERQVLKKWALLLCQEQWQVHALQLLQRLLKLKGLTIQLVLLVQRAHIVLVMLWNLFNLENKILFLQGVVKR
>Panama-JCVI_READ_1095344018636
AAGGEADLRHPKRGAPMNTAVIVDAIRTPLGKRNGKLKDWHPVDLVAEVMAAMVERNGFDPGLIDDVVMGCVMQVGEQSTNIARNAVLAAGWPEAVPGTTIDRQCG
SSQQAAHFAAQGVMAGAYDIVVAAGVEVMTRVPMGSAMADGKYGWPFGPRAIARYQNDGGLVPQGVSAEL IADKWKISRDDMDRFGVQSQSRAARATTEGRFERE
ILPVLDSEGQPMTRDEGLRDTTMESLGKLKPSFRSEEDGGRVTAGNSSQITDGAAAVLIMSEAKAAALGLTPRARFVNFSLAGRRSALHADRADPGDAQGARACGLS
IGDMDVIESTRAFASVVLAWGKGTSSRHGEGQSQRAGAIALRSPRSGCSGCASLGRPCVHETPRL

>Panama-JCVI_READ_1095344028832
MRHYSPHVIRAWEYMNALSLNGSKPFTVDRDGVVLGEGAGMLILEKESDALARNTKPLAKIMGYGTSNDAFHLVQPNNEGLVKAMTSAITDSGLSLSDIDYVNAHGTG
TLLNDKNEIAGLRKVFGKHADKLPISSTKPIHGHMIAATGAVEAIITIKAMQNSYAPPTINFTTADPECNMDVIPNFGRNMQINYAMTNNFAFGGLNSTLILGKC
>Panama-JCVI_READ_1095344035718
MCTACAAATHAIGQAARLISWGRCDAVVTGGAESAGTITAVAGFANMTALSTTGVSMPFDAARDGFVFGEGAAVFVLERWDLAVARGARVIGEVLGAASNADAHHIT
APSPGGAGAAACMRLALEDAGIAPADVRQINAHGTSTPLNDAAEAEACVAVFGRSGPPVTSIKGVTGHPLGAAGALEAAAVLLSFTHGLIPPTANTTTVDPALGIDVVV
DAPRPWTPGPTISNNFGFGGHNGSVVLAPAAT

>Panama-JCVI_READ_1095347005903
MLGEGAGVVVLEELESAKRRGARIYAEMVGYAMTADAYHITAPSEDGEGAVRCMELAVKDAGVSKDEVGYINAHGTSTMADAIETKAIKQVFGERAYRIPVSSTKSMT
GHLLGAAGGIEAVFSVLALHRGVLPPTINLEQPDPACDLDYIPNKAREAKVQVALSNSFGFGGVNACVLFKRYDA

>Panama-JCVI_READ_1095349014143
MMQLERVSSLVKELRRLFLNVSIWRSPEKQKFMEKSWVRGSNADAHHISARWPGGVGEIACMRLALEDAGISPSDIKHVNAHGTYTLFNDAAEARTVGEVFGSNKPP
MIFIKGVTGHPLGEAGALEAAAVLLLLEHKIIPPTANTSVVDPQMSNVDIVTGAPRPWQPGPTISNNFGFGGHNGSIILAPYA

>Panama-JCVI_READ_1095349018168
SISLNLDRGLMSRRVVVTGLGATTPLGGDVATSWANALAGKSGARLLKQEWAQTLPVHFAAEVVVEPSETMKPVEIRRLDRSEQFALIASREAWADAGSPEVDLERL
GVVIASGIGGVTSLLEQYRTLIDKGARLVSPHTVPMIMPNGPAANVGLEFKAKAGVHTPVSACASGAEAVGYALDMIRNNRADMVIAGGVEASVDALPMAGFAAMKAL
STRNDSPERASRPYDADRDGFVLGEGGGVLVLEEYEHAKARGARILKAY

>Panama-JCVI_READ_1095349018553
MWMTAERLANSVPEPIAIVGIGCRLPGGANSAAAFWELLRQGRECDHRGAAGALGSGAPFQPPDPQTPLHQHVRHGGFLEGIDQFDPAFFGISPREAVCMDLQPRLL
LEVACFGPWRTPGCAGADPWQCHGRVHGHLQCRLQHPAVGIGARDAIPDNEPFMLPGNTGCIAANRLYFFDFMA

>Panama-JCVI_READ_1095349023929
MAQSHTGRQLRRSAGHRLQLLHQLAAIRGDGRQAPAELTAALVGRGAQIAEGKAGIGLQQLLQLPRLMAQGRLAAGREGEQLQRRLQAVAQWGRGLRRRPQHRM
GIGAPKPEGAHPHHRWCVCLGEGFKLRLHLQLQALEIDRRIGATEVQAGRQLAVIHAQRRLDQAGDAGGSFGVAEVGLHRPHPAGLMLRASFPQHRAQGPQLDRIP
LAGAGAMGFDVLRAGRRQARPGKGGPHAGDLGPQVGGHQAIAAAVGIHRRAVDQGIDRIAIRLSRRQRLEQHRPGPLGAHIAIGGSIKALATPIRCQQPALQKLL
>Panama-JCVI_READ_1095349039735
MEFNLSKKVVITGLGAVTPIGNNYKETWSNAIKGISGIKKIDADWSNGLSARIAGLVNLDITSILGKIQVRRMDRSSQLGVLAVKEAWNDSGLSEVNKQRLGVYFGTGIG
GLSTVLEQYDVLNNRGPDRVNPMTVPMIMPNSAAAMVGLEVVLKQCAFARLRLRYKRRGNAGALEMIRNDKADVVVAGGTEAWC
>Panama-JCVI_READ_1095349059888
MSKAGTQRRRAARTSWSNQGAHQATPTRTTSQRIPRRGGRGDLHAPRNRRREHSPGRCPPDQRPRHLDAPQRRGRGGGLRRGHRALGPARHLDQGSHRPPARS
RGRARGRRGAPLVHPRAHPPDGQHHDGRSRAGQRSGGRRAASVDAGADDQQQLRLRRAQRLRSAGARRGMRPAAAR

>Panama-JCVI_READ_1095351003945
MLQLALDDAGLRPDHNTYVNAHGTSTPRYDEAEAEAISVVFGSHRPAVTSIKGVTGHALGAAGALEAASVVLSMQHGAIPPTAGTTNLDADIDLVMGALRAWTPGPT
MSNHFGFGGHNASLILGDA

>Panama-JCVI_READ_1095351007243
MSTIAFALVGMGAFLAAASHAPLMAVILLFEMTMSYDIILPLLLSSVIAYYTARGISGASLYSEALRRKTAAAAPAPAEALVADLMRVDSRVVEPTARFADLAKLFLRHR
VNNLYVTDTGGRFLGAVSLSDIKPYLHEPDLAGLVLARDILREDFPRLAPDQTFTDALAGFLGITAERLPVVDAQGILRGSLAKSDLLLTIAERRKRPTAT
>Panama-JCVI_READ_1095351009554
MFEGGDPAAASRPFDSGRDGFVMAEGAGILLLERLDVALARGTTPLAELVGYGATADALHITLPAPGGSGAVRAARRALAKAGRTGADIDHVNAHATSTPEGDRAEL
EAIRTILGEGSRASVTATKSAIGHTLGAAGGLGAIATICAIRDGRVHPTLNLTAPDPATTGLQIVTGAPAAQQVDLALVNAFGFGGQNSALLFATWEGR
>Panama-JCVI_READ_1095353010505
MRRTEKTQARIAHMLNTGKAASQLTVPGTLMTTNSSGRYVVAAVRTPVAKAPRGQFRRVRPDDLLAHAIRAALARVPNLDPAEVADVIVGCAMPEAEQGMNVARIGA
LLAGLPDSVPAMTINRFCASGLQAVALAADRIRTGDADVVIAGGTESMSLIPMGGHKLAMNPSIFAGNDQVAIAYGMGITAERVAERWKVSREAQDAFALDSHRKAVA
ATAAGHFRDEIAPFPVVSHAPDLAKGSVRKSSRLVETDEGPRADTTAEVLAGLKPAFWVGGSVTAGTQLSSCRDGARAAGHADSRARR
>Panama-JCVI_READ_1095353018770
MTSCRSARCARWMRRARRRDVRAAAAPAPRKAARSVRRHPRRRRSNASPRSAAWRSAPSHHPSFGPRRRAHGADRRDSTRRRQSCASPDSRPTQRQSPGLQRR
SATTRLNSWS

>Panama-JCVI_READ_1095356001099
MAGALMSSPVSSQRRVVVTGLGAVTPCGNSAVATWDALVAGRSGIGRVTRFDASGCTAQIAGEVRDFDPARPLPAPLRPRGATGEPLVQALTPKDVKKFGRFTHLG
VGAAVEAYADSGLDAHRATLAPERIGVNLGVGLGGLPEMEAMHDTWKAGGFRKISPFFIIQIAPNLLAGQVSLLLDARGPNMSVASACATSGHALGEAAAAIARGDAD
VMIAGGAESTVTPLAIGAFAQMRALSTRNDAPEKASRPYDRDRDGFVLSEGSVVFVLEEREQALRRGARIYAELRGYGASADAYHLSSLAPGADGQRGR
>Panama-JCVI_READ_1095358000723
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BIBLIOGRAFIA

MATRCPAPFMSCSEGARRGSDLLQEEVEGLADRLHVGQFLLGNRHPEDLLEFHHELDNVQRVGLELFLEARVARDLGGIDIQHLHCCGDELVEVFLAHWCSLIPFILP
QPGPRSVSHAESAVHRDDCTRDVSRVGSGEELDDACDLVAVAMRASGTCAVSSFMRSSPSAASCRSRRGRCDDIHSDAARASSRASERANPTRPDFDAA
>Panama-JCVI_READ_1095366001520
MGARQVYIRRGSGRCSDREHRPRGRATARASSARCSGRRATRRPPHHRPVPGRHRCRGVHAPGARGRGARARRRQPDQRTRHLHPAQRRGGGRGLRGRLRPPG
PAGHLDQGRHRPPARRRGRARGRRGAPLLRAPPHPADGQHDDGGSRPRHRRRHGRAATLDPRPHHQQQLRVRRTQRFRRARPRRLGPRLPGARSRPPRRARSR
RGARTRTRARRRRSRCRARGLRAPTSASSRSAA

>Panama-JCVI_READ_1095366045275
MGAWWWAGHFPGRPTLPGVLMCEAIAQAGALAVLADPRWAGSLPLFGGLDGARFRRQVVPGETITLRSEMTRMSARAGRGRGTASVGDELACECELLFVIAPA
>Panama-JCVI_READ_1095366048364
MLEFLEQAELDRVGCFAYSPVEGATANDLPDPVPEAIRFERQERFMQTQAAISQRRLRRWVGRRVRVLVDDIDQSQGILIGRTMADAPEIDGIVRIAPDPNSRHPVPARI
GDWATVDIVDSDDHDCDAIFIRETSV

>Panama-JCVI_READ_1095366048693
MRKKPVSLIVCTADTVSSDRPSKLPTSARRHDPDRAGVIMLVQYCGLITFQEEVMAYAKGDGTPRFNTLFIPKMILDIAAGHISMRHGFRGPNFAVVSACASSTHAVIEA
FHYIKLGKADIIVAGGSEVVISDAGVAGFNAMKALSERNDDPKTASRPFDKDRDGFVMGEGSGCLILEEYEHAVRRGATIYAEVAGCGATADAHHITAPHPEGLGALNV
MRVSLEDAGMTPDDIDYINVHGTSTPLGDIAETKAILGVFGDHAYNLNISSTKSMTGHLLGSAGVIEAIACVKAVMHDVVPPTINHFTDDDGLDPKLNFTFWKPQQRTVR
AALSNTFGFGARPWR

>Panama-JCVI_READ_1095366058732
MFSNMIIDKDFTQQLPFMVEKDEKHTLGLVADQNGLSLPNVAPKLIKSFTESQKFALHVVEQAFQMSNLPLSKNVAVIFSSTTNDAEDGISYVNAMLKKERMNPRRVVN
RIPDMVPAHICSYYGFMGASVSLFASCATGLYTIDYAQRLCDEYDYVIAGASDKNMFFEPVKFFSMVGALGTKLCPFDDSRDGFIMSDGGGCLILQSREKAKEFGSTVH
ATLYPSGCASDALDMTAPDPDGGGARLSIQKALKNADFLPIDVVSAHATSTIIGDPIEYKVITENLGKVPNLCSEE

>Panama-JCVI_READ_1095366063919
MERMSGSWIVAGARTPIGKMSGAFAGMSAAELGGLAITDALRRAGVEPARVDHVVMGQVLGAGQGQVPARQAAVKAGIPMRTPSVNVNKVCLSGLNAIHVAHLMIA
AGDADVVVAGGMESMTNAPYLLPGARSGLRYGNAEMQDAIVRDGLWCAFDACLMGLGTERYGAGSISREDQDAFAARSHALAAAAADRLAEEIVPVAVPQRKGDP
VVRRARRGRAGGRNRGVPRQPASRLRPECTITAGNASQISDGGAALVDGVRARRARDAPSRRSGASLATAWWAGPDTTS
>Panama-JCVI_READ_1095366063935
MRVVLGVSPPFQPEVTDIAKGDGTPRFNAIDITKMDLDIAAGQISMRHNLRGPNFAVVSACASSTNAIMDAFNLVRLGKADIILTGGSESVISEAGVGGFNAMKAMSERN
DDPASASRPYDKDRDGFVMGEAAGMLVLESLDHALARGARIYAEVAGCGATADAYHNTAPHPEGLGAKNVMLVALEDAGMRPEDIDYINTHGTSTPIGDGAEVKAIT
QVNGEQCVSIKYQCY

>Panama-JCVI_READ_1095368015282
TEAVIVATARSPIGRANKGSLVDLRPDDMSAQIVRAMMAKVPQVKPDDVEDLIMGCGQPAGEAGFNIGRIVAVLAGLDNAPGVTVNRYCSSSLQTIRMAAHAIKAGEG
DCFIAAGVETVSRYASGASDMAPNPIFKTPGERTKARTAGGQGAWTAPQGIADMYIAMGQTAENVREIENVTRQEMDEFAARSQQRACENVDNGFFEREITPLTLPDG
RVISKDDGPRAGTTVEALAGLKPAFRPDVRSRQPKKK

>Panama-JCVI_READ_1095368025459
MGLPELEGLYCKDPDLDIIWKGISLLKPIAINHENTILGTRLSPLDLPWKNFIIEEQNINSISRYAVMSGIRTLEKAGFTLFDVDGRSLGLPISIRDQIGIITVNSFDRINSVLKIES
NSRLTSNEVQQITVNTSAHLAQLIKSTGPVLFIDNACVGTLSALSIAQDWIRSNRCKMVLIVTVDYPTHPDYLNMMYTIYNSIDLLSTHKDPQLIKPFHYTDASTSDGILLG
SGTIGMLIEGVSIDQTFLFPCVELVDTLLFSSDIILFQLITIALLLS

>Panama-JCVI_READ_1095388002397
MDAIRTILTDAHDAERDAAADRAAMRATITATKGNIGHTLGAARALGAAATICAMRDSCVHATLNLNAPDPLVGALDIVSGAPRAGEIRLALVNAFGFGGQNSALLLAR
WEGR

>Panama-JCVI_READ_1095388051097
IVAGARTPVGKLSGAFAAMSAADLGAVAIAEALRRAGVEPGRVDHVVMGQVLGAGQGQVPARQAAARAGIPMRTPSVNVNKVCLSGLNAIHIAHL MIXXXXXXXXXX
XXMESMTNAPYLLPGARGGLRYGHAEMQDAIVRDGLWCAFDACLMGLGTERYSAGTISREDQDXXXXXXXXXXXXXVDRLAEEIVAVAVPQRKGDPVMVARDEGVR
ADTTAASLGALRPAFDARGTITAGNASQISDGGAALVV

>Panama-JCVI_READ_1095388053429
MAGFLRRHGAQLAVHGHAVLGLALDLEVDGHFLGGLGHGVHAVLFLHQLVDEAPAYGGVVDRVAARKGRFSLGHDEGRAAHALHTAGDHQACLAGLDGARRRAH
GVQAGAAQAGDGGTGHVYRQAGQQAGHVGDVAVVFTGLVGATVDHVSHRRPFDLGVARHPRLERDRAQVVGAHRRERASVAAKGRADGINDECVFRGHGVPPR
MKNLCGSCDGQTHQPFEFGMAHAFYCIDQAHALRRACHRDQVGVDALDTANAGERVAALGHHLVLTLLGQRVHHHPCLRRASGQVHRHRSTGEYRAWLASAPISQI
ICDADLGATSSHNV

>Panama-JCVI_READ_1095388062687

MDNQLFDRFKKCAVDVLAVDAAKITMEASFKDDLGSDSLDLVEFVMALEEEFGISVPESELEGVDTVGKAFNLVSAKVS

>Panama-JCVI_READ_1095390051174
MRVAAHGLDAGGDEAVALAGLDRVRGHADRLEARRAVAVDRHAGAVVQPREHRDDARDVEAALPRGLPAAHEEVLDVGGLDLRHLGHERPHDLRGQVVRAHVDE
RPLVGAPDRAPRGRDDHRFSHGPPPLASHYPARSGPHAAATRAAGRDRPLRRRVLEGAARRARVCVPHAARRGSGAVLRGARVRALPQGSRLLRAHSPRRHLAR
EPQPRDLLQRQGLQHRGPPPGDQRLLRLDDQHGRPAPLPPPLHRLQGLHAPRDRPRRAVRARQGPHDRRRRPRAPLARRGVRRGRRDLGPVPAPDHLRDDGHPR
GG

>Panama-JCVI_READ_1095390103227
MGNRTSRARTPDPNTGVTMPEAVIVATARSPIGRAHKGSLTTLRTDDMAAQIVKALMAKVPQVKGSDVEDLIIGVGQPAGEAGFNLGRIVALLAGIPEAPGVVVNRYCS
SSLQTIRMAAHAIKSGEGDCFIAAGVEAVSRYGSGASDTAPNAIFQGPGERSKLRSGGGQPTWTPASGLPDAYIAMGQTAENVREV
>Panama-JCVI_READ_1095390119187
MRAMQLALKDAGLSTKDIYHLNAHATSTPAGDVAEANALRGALGLDADHVAVSATKSMTGHLLGGAGAVESVFIVKALQERLAPPTINIENLDPAVTVDVVRDKAREL
PKGDIAALNDSFGFGGHDVVLVFKSI

Acuifero de Yucatan

>Yucatan-Contig_1
VIIGNIVGPGGNIARLSSLQAGLPIQVPGLTIDRQCSAGLEAIRLACYLVEAGAGDCYIAGGVESVSTSPFEKRARFSPDEIGDPDMGVAAEHVANKYQITREEQDAYASL
SFERTWEAFEKGMYQPEILPIKGHFIDEVFIRKRDMTRLLSRAAPIFVKNGTVTAANSCSINDGAKCCSSDE

>Yucatan-Contig_2
YGCRTFSIFSWCKRNSLYSRLATGTNSIGDAFKVIQRGDADAMITGGAEAPITNMSVAGFSANKALSTNPDPKTASRPFDLNRDGFVIGEGAGIIVLEELEHALARGAKI
YAEIVGYGATGDAHHITAPAPGGEGGVRAMKMAINDAGLNPEDIDYINAHGTSTDYNDKFETMAVKTVFGEYAYKLPISSTKSMTGHLLGAAGGVEAIFSILAIKDGILPP
TINIETPDPECDLDYVPGEARKQEISVAMSNSLGFGGHNATIVFKKFEK*IVKEIGFHSLSFLCKIYCSG

>Yucatan-Contig_3
RRGGTGMTRRDAVIVSAVRTAIGSFNGSLAAVPATELGSVVIQSALDRSGVAAHEVDEIIMGNVYQAGLGQNPARQAAVKAGLPESIPAMTINKVCGSGLKAVHLAAQ
AIWAGEAEAVLAGGMENMSRAPYLLENARSGFRMGDQQVVDSLIRDGLWCAFHDYHMGITAENLCEKYAISREAQDEFAAWSQQKANGDSPREIQG
>Yucatan-Contig_4
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AALKGVEVDYLAASVIGEVLKRNAIEGSEVDEVILGQAKQSTDTPNMARVALLRAKLPVEVPGFTVHRQCGSGLQAINNAAQQIQCALANIIVAGGAESMSTAPYYIGG
PVWTGGKRTAARPEHGESAPLTAA

>Yucatan-Contig_5
DVIYYRAGRVLPIGTSGTEVPEQMDNRVYVVSAHRTAVGKLGGALKDMQPDALLLPLFQNLKEKNLIPDEAIDEVIIGQAKQSQDQSNIARMALLKAGFPESLPGYTVH
RQCGSGMQAIHNAYLSIRAGTGHAYVVGGVESMSNAPYYIRNARFGFLSGNSEILDPNKESQPGSQPEEKYGRLVMGMTAENLAEEYSISREEQPFCLR
>Yucatan-Contig_6
MTTRIGRCRSRCNHIHRGGFIVKQRVVITGLGVMSALGREVETFWSNLLAGKSGVSTIESFDVSEYPTRIAAEIKDFVVEEYVDKKEARRMDRFVQFAVAATLNALKDA
QLDVREQTDPERVGVYVGSGIGGLSTWEEQHKILLEKGPKRVSPFFIPMMIANMASGQISMITGAKGPNSTAVTACATGTHSIGDAYKTIQHGDADVMICGGASDDQSD
GRGRLLCAA

>Yucatan-Contig_7
LRKDEIDYINAHGTSTKNNDKMETAAIKLFGENAYYIPISSTKSMTGHMMGAAGAIEAIFSLMTIRNGVIPPTIHLENQDPECDLDYVPNIARKKDVKTVLSNALGFGGHN
SALIFRAV

>Yucatan-Contig_8
RIRGRTLAAHVIRELLNRSRVEPERIEDVFFGCANQAGEDNRNVARMAVLLAGLPLSIPGVTVNRLCGSGLEAVNQAANAIKADIGDVFIAGGTESMTRAPYVMLKPEH
SGARGNQTLYDTMLGWRIVNPVMEEKYPPITLGETAENVASKYGISREEQDAFALTSQQRAQQAIREGKFKDEIVPFPIK

>Yucatan-Contig_9
LVETSNVSTTVVAFQRLHAGVMRLSTDSTRYFPSLTWTVRRLLRFRWSKPTCQLITGFDAQHWEQMGGTPDRVKSIKEHEEYNASIGIQLMSTCTPYQVGNIPVKGEH
CAWMESSAVVYINSVLGARTNCEGRESTGAAMLTGRIPYWGYHVDENRLATDLVEVEWDVESMLDWGLLGYYVGEVVGDRVPVLSGVRHVPNSY
>Yucatan-Contig_10
ACAASRRRKPGCSTCWPRAKRCGTDYSTEEGRRMKEAVIVSIARTAIGKAKKGSFAQTRAEDMGKAVLQAVVERTPGLKKEDVEDIIGCAMPEGEQGLNFARIMSLY
AGFPATVPALTVNRFCSSGLQSIAFAAERIMVGAADVLIAGGVESMSHVPMTGFKVSP

>Yucatan-Contig_11
AIFRMLGGRNMGNRHVFLIEGARTAFGEFGGSFKEVSAIELATASAIKALEKANVTAEEVDQVVIGNVIQSSADAIYMGRHVGLKSGVPKHVPGLTVNRLCGSGLQSIVN
ASQSIMLGESDLALAGGAENMSQVPHVIRGARWGIP

>Yucatan-Contig_12
KAKIAGLIRDFDGEGRFGRKEVRRMDRFVQFAIAAADQAWEDAGLQNAQVDRERLGVYVGSGIGGVQTLLEQHAVLEQRGPDRVSPLLAPMMIPNMAAAMISIKYGA
HGPTMAPVACSIGNTSIGEAFRLIKGRSRCHDRGRSIGCDHRGRPSQVFGNSTASVHEKMRSRKRATSSFDANRDGFVSGGRG

>Yucatan-Contig_13
AGGAEAAITEVSLAGFGNSTALSTRNEEPQRASRPFDANRDGFVMAEGAGVVILESLSHALRRGARIYAEVIGYGASSDAYHMVATHPEGYGPYLAMKWALQEAGIQ
PEQVDVISAHATSTEIGDRSETIAIKRLFGEAATRIPVTANKSMMGHLLGASGGVEAVALVKSLQEG

>Yucatan-Contig_14
VSAVRTAIGRYMGVLSNTPATELGAIVIKEAVERAGIKGEQVDEVIMGNVLQAGLGQGPARQAAIQAGIPVEVTSMTINKLCGSGLKAVHLATQAIQTGDAEIVVAGGME
NMSMAPYLLMDARSGYRMGDGKIFDSMLG

>Yucatan-Contig_15
QVGNIPVKGEHCAWMSSAVIYINSVLGARTNCEGRESTGAAMLTGRIPYWGYHIDENRLATDLVEVEWEVESMTDWGLLGYYVGEVVGDRVPVLSGVRHVPNSYRIK
HFGASAASSGGVEMYHIPKITAEAQSIEDALGKRKPQYTFKFGKAERQKAYDRLNVSAKDTNVDFIMLGRPHASIEQIWENLQAAEKAKRVKQRNAAVDFYAVGL
>Yucatan-Contig_16
LSLLVMSLAGCGTKTSNTDGQNLTVNIGYIKNVAPSYLAKEKGFVEKQFAAKGAKVNWVEFQTGPEEFEALSANHIDFLACGNTPVIVAQAAGIDFKIISLYSSGLKNNV
LLLPKDSPIKSIQELKKKVAKGSTSYNLIYRALDQAGLQPSDVKLIQLAPSEAKPAFENGTVDAWGIWEPFISTESYRRSE

>Yucatan-Contig_17
GGLSSLTATLGGIAVKEALQRANVQPEEVQEVILGTVLQGGQGQIPSRQAAREAGIPWEVKTEHGLCIRNEKCHSSGSNYPCRGGVNSCRWNGIDVERHIFFQKRWG
MRMGDAALQDLMLHDGLTCSFSGVHMGTYGNNTAEEFEITREEQDKWA

>Yucatan-Contig_18
GVRRRQRAVRLHRRQLTLGHPRPQRQERGADVSTEDELRAYLKRAAGEIQSLRCQAEARDQATEPVAVIGVGCRFPGGVRTPDELWDVIAEGRDTTSAIPADRGWR
MEYDPEPGI

>Yucatan-Contig_19
FVMSEGAGILVLESLEHAMRRNAPILCEVIGYGASSDAYHMVASHPEGTGAYMAMKNALKKANISPDEIDVISAHATSTQVGDYSETLAIKKLFGDNAYRIPVTANKSMI
GHMFGASGGVEAIALVKSLREDIVPTINLENPDPDCDLDYVP

>Yucatan-Contig_20
GCAMPEAEQGLNMARNIGALAGLPDTVPAVTINRYCSSGLQAIAYGAERIMLGSSDTILAGGAESMSLVPMMGHVVRPNATLAETAPQYYMGMGHTAEQVATKFGVS
REDQDAFAVRSHQKAAKAIEEGKFK

>Yucatan-HRLWF2101A6487
FVMSEGAGILVLESLEHAMRRNAPILCEVIGYGASSDAYHMVASHPEGTGAYMAMKNALKKANISPDEIDVISAHATSTQVGDYSETLAIKKLFGDNAYRIPVTANKSMI
GHMFGASGGIEAIALVKSLRKICHTIIEIQTGL

>Yucatan-HRLWF2101ARWDV
ATRIYGEVIGYGMSGDAYHMTDPDPDGAARCMVKAVKDADIPFEAIDYINAHGTSTPVGDRSETTAIKKAFGDHAYKLAVSSTKSMTGHLLGAAGGVEALICALALKNS
IIPPTINLDNQDPECDLDYVPNTARPADLGIVMSNSFGFGGHNATIILKKYEA

>Yucatan-HRLWF2101BAJ4V

GITINRFCSSGLQSIAYAAQQIISGGADILVAGGIESMSLIPSGR

>Yucatan-HRLWF2101BWYFN
DVSARKLAETVIRGVLDKSGVQASQIDEVILGNCIQRSDEANIARVVAIDAGLGKEVTGFTVQRQCASGMQALASGASEILLGDSEIVIAGGVESMSNAPYVLKNARWG
KRLMHGEMTDAMWDLLTDPHHQILMGETAERLVDRYGITREEQDVIALRSQQKCDSSHRQRSVCRK

>Yucatan-HRLWF2101E25LK
KGDGFKMNNRRVVVTGLGAVTPVGNDVETAWKNILAGNSGIGLLTRLNPDDFPAKVAAEVKDFDIENFIEKKEARKMDRFTHYAIAASMMAVKDADLTINDENASRVG
VWIGSG

>Yucatan-HRLWF2101EI3QR
GKWRRNVNMKRVVVTGLGAVTPLGNNLEEIWDSAVNGRSGIGYLTRFDATNFSAKTAAEVKDFDLSNYMKVNERHRMDRFTQYAVASAIMAVKNANVTIGKDVLPEN
IGVCFGTAIGGIESFEESYQNLITGGIKLIPFSTTMVISNMAS

>Yucatan-HRLWF2101EWNBG

HRVLPATLHAAAPTSRVDWSAASLRVSLENRPWEDPGHPRRAAVSSFGISGTKAH

Cenote de Xcolac

>Contig_1_consensus_sequence_translation
GHRLYQRARHLDSAGRAGAGRRAPSVRRRDRRSAICWAARARWRAXSASWRCATASCRRRTSTIRARIAWASTWSR
>Contig_2_consensus_sequence_translation
AGFAACKALSTERNDDPTAASRPYDRDRDGFVXGEGAAVFVLERYDLAKARGAHIIAEVL

>Xcolac_16
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THGTSTPAGDITELKAMERAFGEGKVPPLSSTKSMTGHSLGAAGVQEAIYSVLMMQNDFIA
>Xcolac_05

VESIDYVNTHGTSTPAGDVTELKAMERAFGEGQ

>Xcolac_14

MPSVNVNKVCLSGLNSIYLADQMIANGEADIVV

>Xcolac_20

NAMKAMSERNDDPATASRPYDKDRDGFVMGEAA

>Xcolac_18

MMGRCMELALKDASVEAKDIAYVNAHGTSTDQG

>Xcolac_25

ASEAGAQAYEQAGVKPSDIDVVELYDAFTINTI

>Xcolac_02

FGLSPEQVSVYDPETKQIHWQELRKRGIEFSGL

>Xcolac_28

DLVTEVDSSRWAKDGFLHPDKNDPGSSYTFSAGTVGDVS

>Xcolac_27
AIFTALAIRDNIAPPTLNLDNPDVETAIDLVPHKARKREINVALSNSFGFGGTNASL
>Xcolac_03
TGATTINKICGSGMKAVMQAADAIKAGSAEIVVAGGMESMSNAPYLLEKARAGYRM
>Xcolac_35
MRQAGLPDSTGAVTINKLCGSGMKAVMQAADMIKAGSANIVVAGGMESMTNA
>Xcolac_21

PGRVSPHFVHGRLINLISGQVSIKYGLMGPNHAVVTACSTGAHSI

>Xcolac_04

MKQVNAHGTSTPLNDQAEAQAVAALFGTPTPPV

>Xcolac_34

CIRNALNDAQLNVEQVQYINAHGTSTPAGDKAE

>Xcolac_29
VTENGIETKYPRLAGISSFGAGGANAHILIEEYSEIEKLDSSVAKTQASEHCF
>Xcolac_26

GLPVRVPGATVNRLCASGLEAVHVAARMIESGS

>Xcolac_33

DKGRDGFVLSDGAGALVLEELEHAKARGARIYA

>Xcolac_36

GVAPDEIDYVVAHGTSTPLNDVTETRAIKAALG

>Xcolac_19
QLSDGASAQVLMDLDTARAEGRPVLGIYRGFQVAGCGADEMGIGPVFAIP
>Xcolac_13

NDDFLTASRPFDKDRDGFVMGEGAAAMILEDYD

>Xcolac_30

MPPSLHFQNPNPQIDWANSPFFVNTHLADWPRT

>Xcolac_32

DEPGKASRPFDKARDGFVMGEGGAFFVLERQAA

>Xcolac_06_translation
MEAIFTVLALHERTAPPTINLSDQDPEIPLDVVTTPRSLGDGELIAISNSFGFGGHNAVAA
>Xcolac_07_translation

AGVWSALVVLFAGYLLSAIGPGGPSLAAAIETA

>Xcolac_15_translation
GRGAARAMAMAIEDAGLAPEAVHYVNAHGTSTPLGDRSETLAIKRVFGPHARGLAISSTKS
>Xcolac_38_translation
NLSLHFNARAFARTVASACASSTESIVNAVQHIRDGLADVVIAGGTESAIHPITIASFASMQAL
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4.2 Resultado del Blast de las secuencias recuperadas en los metagenomas.

Query .
I % ldentical E .
Query Description coverag Sites value Organism  ID-NCBI
*yucatan- Putative inactive phenolphthiocerol 1.65E- Mycotr):cterlu
; L 0 o .
Contia 18 synthesis polykssglessynthase type | 73.30% 54.50% 22 tuberculosis 81671838
H37Rv
*Yucatén- Putative inactive phenolphthiocerol 2 83E- Mycotr)nacterlu
HRLWF2101E  synthesis polyketide synthase type | 99.40% 60.00% '14 b losi 81671838
WNBG Pks15 tuberculosis
—_— H37Rv
Bacillus
Yucatén- Putative acetyl-CoA C- 7.98E- Sl
) 88.92% 53.40% ’ subsp. 81555759
Contig_1 acetyltransferase YhfS 55 AR
subtilis str.
168
3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein] Bacillus
- synthase 2; AltName: Full=3-oxoacyl- ) subtilis
él;(r:‘?itan? [acyl-carrier-protein] synthase I; 56.37% 66.10% 4"183'5 subsp. 81669135
9- AltName: Full=Beta-ketoacyl-ACP subtilis str.
synthase IlI; Short=KAS II 168
z Clostridium
Yucatan- Acetyl-CoA acetyltransferase; AltName: 2.50E- .
: - ! 81.71% 65.00% acetobutylicu 1174677
Contig_14 Full=Acetoacetyl-CoA thiolase 56 m ATCC 824
. Pseudomona
Yucatan- Acetyl-CoA acetyltransferase; AltName: 0 o 5.44E- .
Contig_4 Full=Acetoacetyl-CoA thiolase 44.34% 39.30% 22 s at;r:%riosa 81783754
Bacillus
. 3-ketoacyl-CoA thiolase; AltName: ) subtilis
g (;J :t?tarlo Full=Acetyl-CoA acyltransferase; 63.97% 61.20% 3'23E subsp. 81669039
9 AltName: Full=Beta-ketothiolase subtilis str.
168
Yucatéan- Beta-ketoadipyl-CoA thiolase; AltName: o o 8.41E-  Escherichia
Contig_8 Full=3-oxoadipyl-CoA thiolase 89.41% 57.60% 62 coli 190359941
Yucatan- Acetyl-CoA acetyltransferase; AltName: p.g7E- clostidium
- _ ! © 86.80% 38.60% : acetobutylicu 1174677
Contig_17 Full=Acetoacetyl-CoA thiolase 26 m ATCC 824
3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein] Bacillus
- synthase 2; AltName: Full=3-oxoacyl- ) subtilis
gﬁ:t?taqg [acyl-carrier-protein] synthase I; 99.14% 52.90% 2.?:;E subsp. 81669135
9 AltName: Full=Beta-ketoacyl-ACP subtilis str.
synthase Il; Short=KAS II 168
3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein] Bacillus
- synthase 2; AltName: Full=3-oxoacyl- ) subtilis
g C:J nct?tanm [acyl-carrier-protein] synthase II; 99.05% 54.90% 3'g)E subsp. 81669135
9 AltName: Full=Beta-ketoacyl-ACP subtilis str.
synthase |l; Short=KAS II 168
Methanother
Yucatén- . . 1.90E- mobacter
) Uncharacterized protein MTH_1421 55.48% 47.40% thermautotrop 41018376
Contig_9 24 .
= hicus str.
Delta H
Methanocald
Yucatan- : ] N o 3.54E- ococcus
Contig_15 Uncharacterized protein MJ1313 86.12% 35.10% 59 jannaschii 41018422
DSM 2661
3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein] Bacillus
Yucatan- synthase 2; AltName: Full=3-oxoacyl- 5.90E- subtilis
Contig 2 [acyl-carrier-protein] synthase lI; 60.30% 83.40% '1 43 subsp. 81669135
9- AltName: Full=Beta-ketoacyl-ACP subtilis str.
synthase Il; Short=KAS II 168
Yucatan- 3-ketoacyl-CoA thiolase; AltName: 6.07E- Bacillus
HRLWF2101B Full=Acetyl-CoA acyltransferase; 91.97% 64.30% '10 subtilis 81669039
AJ4Vv AltName: Full=Beta-ketothiolase subsp.
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Yucatan-
HRLWF2101E
I3QR

Yucatan-
HRLWF2101A
6487

Yucatan-
Contig_5

Yucatan-
Contig_11

Yucatan-
Contig_3

Yucatan-
Contig_6

Yucatan-
Contig_12

Yucatan-
HRLWF2101B
WYFN

Yucatan-
Contig_16

Yucatan-
HRLWF2101A
RWDV

Green Mat-
072085_1151_
3864

Green Mat-
125800_3431_
2839

Green Mat-
256557_0478
1620

3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein]
synthase 2; AltName: Full=3-oxoacyl-
[acyl-carrier-protein] synthase lI;
AltName: Full=Beta-ketoacyl-ACP
synthase Il; Short=KAS II
3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein]
synthase 2; AltName: Full=3-oxoacyl-
[acyl-carrier-protein] synthase II;
AltName: Full=Beta-ketoacyl-ACP
synthase Il; Short=KAS II

Probable acetyl-CoA acyltransferase;
AltName: Full=Acetoacetyl-CoA
thiolase

3-ketoacyl-CoA thiolase, mitochondrial;
AltName: Full=Acetyl-CoA
acyltransferase; AltName: Full=Beta-
ketothiolase; AltName:
Full=Mitochondrial 3-oxoacyl-CoA
thiolase; AltName: Full=T1

Acetyl-CoA acetyltransferase; AltName:

Full=Acetoacetyl-CoA thiolase

3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein]
synthase 2; AltName: Full=3-oxoacyl-
[acyl-carrier-protein] synthase II;
AltName: Full=Beta-ketoacyl-ACP
synthase Il; Short=KAS II
3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein]
synthase 2; AltName: Full=3-oxoacyl-
[acyl-carrier-protein] synthase lI;
AltName: Full=Beta-ketoacyl-ACP
synthase Il; Short=KAS II

Probable acetyl-CoA acyltransferase;
AltName: Full=Acetoacetyl-CoA
thiolase

Putative aliphatic sulfonates-binding
protein; Flags: Precursor

3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein]
synthase 2; AltName: Full=3-oxoacyl-
[acyl-carrier-protein] synthase lI;
AltName: Full=Beta-ketoacyl-ACP
synthase Il; Short=KAS II

Polyketide synthase PksL; Short=PKS

Beta-ketoadipyl-CoA thiolase; AltName:

Full=3-oxoadipyl-CoA thiolase

3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein]
synthase 2; AltName: Full=3-oxoacyl-
[acyl-carrier-protein] synthase II;
AltName: Full=Beta-ketoacyl-ACP
synthase Il; Short=KAS II

90.97%

91.76%

52.54%

89.32%

44.95%

83.41%

97.58%

92.97%

93.91%

93.39%

99.64%

89.06%

97.99%

48.60%

50.70%

42.40%

51.10%

62.50%

61.30%

34.00%

43.90%

51.10%

64.80%

63.40%

52.60%

50.70%

6.61E-
40

1.99E-
40

2.40E-

3.95E-
42

3.86E-
105

7.57E-
78

1.29E-
25

1.33E-
32

2.09E-
11

8.32E-

subtilis str.
168

Bacillus
subtilis
subsp.
subtilis str.
168
Bacillus
subtilis
subsp.
subtilis str.
168
Staphylococc
us aureus
subsp.
aureus COL

Homo
sapiens

Pseudomona
S aeruginosa
PAO1
Bacillus
subtilis
subsp.
subtilis str.
168
Bacillus
subtilis
subsp.
subtilis str.
168
Staphylococc
us aureus
subsp.
aureus
USA300
Bacillus
subtilis
subsp.
subtilis str.
168
Bacillus
subtilis
subsp.
subtilis str.
168
Bacillus
subtilis
subsp.
subtilis str.
168

Acinetobacter
sp. ADP1

Vibrio harveyi

81669135

81669135

81695276

57015371

81783754

81669135

81669135

121956716

732409

81669135

254763407

6093652

1706755
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Green Mat-
137568 2125
0599

Green Mat-
239955 2739
1704

Green Mat-
309317_0825
1725

Green Mat-
222962_3371_
2818

Green Mat-
103298 3607_
2039

Green Mat-
024948 2527 _
1314

Green Mat-
270194 2915
1989

Green Mat-
010142_2360_
2044

Green Mat-
039008_1441
0765

Green Mat-
128112 2358
0878

Green Mat-
032148_2880_
3686

Green Mat-
201537_3371_
1107

Green Mat-
031797 _2728
1942

Green Mat-
Contig_7

Green Mat-
158101 1148
0208

Acetyl-CoA acetyltransferase; AltName:
Full=Acetoacetyl-CoA thiolase;
AltName: Full=Ergosterol biosynthesis
protein 10
Phthiocerol synthesis polyketide
synthase type | PpsA; AltName:
Full=Beta-ketoacyl-acyl-carrier-protein
synthase |

Polyketide synthase PksJ; Short=PKS

Nodulation protein E; AltName:
Full=Host-specificity of nodulation
protein B

Polyketide synthase PksJ; Short=PKS

Probable polyketide synthase 1;
Short=dipks1; Includes: Polyketide
synthase stlA; Includes: Chalcone

synthase stlA; AltName: Full=Steelyl

Polyketide synthase PksN

3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein]
synthase 2; AltName: Full=3-oxoacyl-
[acyl-carrier-protein] synthase II;
AltName: Full=Beta-ketoacyl-ACP
synthase Il; Short=KAS II
3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein]
synthase, mitochondrial; AltName:
Full=Beta-ketoacyl-ACP synthase;
Flags: Precursor

Polyketide synthase PksR

Polyketide synthase PksN

Polyketide synthase PksL; Short=PKS

Phthiocerol synthesis polyketide
synthase type | PpsE; AltName:
Full=Beta-ketoacyl-acyl-carrier-protein
synthase |
Phthiocerol/phenolphthiocerol synthesis
polyketide synthase type | PpsE;
AltName: Full=Beta-ketoacyl-acyl-
carrier-protein synthase |
3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein]
synthase 2; AltName: Full=3-oxoacyl-
[acyl-carrier-protein] synthase II;
AltName: Full=Beta-ketoacyl-ACP
synthase Il; Short=KAS II

84.45%

89.88%

39.41%

51.06%

40.00%

97.39%

97.30%

85.54%

83.40%

90.41%

86.98%

84.27%

69.60%

58.06%

54.88%

68.70%

51.90%

54.80%

37.50%

68.80%

49.40%

52.40%

36.20%

61.20%

59.10%

59.20%

52.00%

56.70%

42.60%

46.70%

5.46E-
22

2.21E-
17

1.64E-
05

7.94E-
04

8.59E-
12

1.69E-
22

4.47E-
22

6.65E-
06

6.71E-
18

1.25E-
02

5.12E-
12

5.59E-
09

6.16E-
15

5.81E-
07

5.93E-
07

Saccharomyc
es
pastorianus
CBS 1503
Mycobacteriu
m
tuberculosis
H37Rv
Bacillus
subtilis
subsp.
subtilis str.
168
Rhizobium
leguminosaru
m bv. trifolii
Bacillus
subtilis
subsp.
subtilis str.
168

Dictyostelium
discoideum

Bacillus
subtilis
subsp.
subtilis str.
168
Bacillus
subtilis
subsp.
subtilis str.
168

Homo
sapiens

Bacillus
subtilis
subsp.
subtilis str.
168
Bacillus
subtilis
subsp.
subtilis str.
168
Bacillus
subtilis
subsp.
subtilis str.
168
Mycobacteriu
m
tuberculosis
CDC1551

Mycobacteriu
m bovis
AF2122/97

Staphylococc
us aureus

135758

614113639

254763406

128457

254763406

74858883

254782318

81669135

74753030

254782315

254782318

254763407

614113656

81421702

75510199
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Green Mat-
044653 2381 _
0685

Green Mat-
052407_0784_
0768

Green Mat-
039890_3001_
0486

Green Mat-
147607_2279
1530

Green Mat-
074459 _1658_
0753

Green Mat-
091924 2811
0936

Green Mat-
100963 3126 _
1729

Green Mat-
041919 0485 _
2957

Green Mat-
Contig_4

Green Mat-
063023_0774_
2095

Green Mat-
013876_2438_
1243

Green Mat-
Contig_9

Green Mat-
276923 3769
2446

Green Mat-
161857 _2972_
1022

Green Mat-
Contig_1

Green Mat-
084139 1121

3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein]
synthase 2; AltName: Full=3-oxoacyl-
[acyl-carrier-protein] synthase lI;
AltName: Full=Beta-ketoacyl-ACP
synthase Il; Short=KAS II
3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein]
synthase 2; AltName: Full=3-oxoacyl-
[acyl-carrier-protein] synthase lI;
AltName: Full=Beta-ketoacyl-ACP
synthase IlI; Short=KAS II
Phthiocerol synthesis polyketide
synthase type | PpsC; AltName:
Full=Beta-ketoacyl-acyl-carrier-protein
synthase |

3-ketoacyl-CoA thiolase; AltName:
Full=Acetyl-CoA acyltransferase;
AltName: Full=Beta-ketothiolase;
AltName: Full=Fatty acid oxidation
complex subunit beta

Polyketide synthase PksM

Probable polyketide synthase 25;
Short=dipks25

Phthiocerol/phenolphthiocerol synthesis
polyketide synthase type | PpsD;
AltName: Full=Beta-ketoacyl-acyl-
carrier-protein synthase |
Phthiocerol/phenolphthiocerol synthesis
polyketide synthase type | PpsD;
AltName: Full=Beta-ketoacyl-acyl-
carrier-protein synthase |
Probable polyketide synthase 17;
Short=dipks17
3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein]
synthase 2; AltName: Full=3-oxoacyl-
[acyl-carrier-protein] synthase lI;
AltName: Full=Beta-ketoacyl-ACP
synthase Il; Short=KAS II
3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein]
synthase, mitochondrial; AltName:
Full=Beta-ketoacyl-ACP synthase;
Flags: Precursor
Phthiocerol synthesis polyketide
synthase type | PpsB; AltName:
Full=Beta-ketoacyl-acyl-carrier-protein
synthase |
3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein]
synthase 2; AltName: Full=3-oxoacyl-
[acyl-carrier-protein] synthase lI;
AltName: Full=Beta-ketoacyl-ACP
synthase Il; Short=KAS II
Nodulation protein E; AltName:
Full=Host-specificity of nodulation
protein B
3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein]
synthase 2; AltName: Full=3-oxoacyl-
[acyl-carrier-protein] synthase II;
AltName: Full=Beta-ketoacyl-ACP
synthase Il; Short=KAS II
3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein]
synthase 2; AltName: Full=3-oxoacyl-

97.10%

97.64%

100.00%

75.00%

72.58%

73.85%

63.60%

76.47%

60.95%

83.87%

94.32%

76.14%

99.53%

56.54%

96.61%

78.31%

66.70%

63.80%

55.30%

48.40%

56.70%

41.70%

41.50%

45.70%

42.20%

55.80%

33.70%

46.30%

73.20%

46.90%

71.10%

47.90%

3.17E-
28

7.21E-

9.43E-
20

3.17E-

1.43E-
17

6.13E-
02

1.41E-
08

1.87E-
07

3.02E-

2.61E-
13

2.48E-
10

5.57E-
13

1.27E-
16

Bacillus
subtilis
subsp.
subtilis str.
168

Synechocysti
s sp. PCC
6803 substr.
Kazusa

Mycobacteriu
m
tuberculosis
H37Rv
Salmonella
enterica
subsp.
enterica
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[acyl-carrier-protein] synthase lI;
AltName: Full=Beta-ketoacyl-ACP
synthase Il; Short=KAS II

Polyketide synthase PksJ; Short=PKS

Phthiocerol synthesis polyketide
synthase type | PpsD; AltName:
Full=Beta-ketoacyl-acyl-carrier-protein
synthase |
3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein]
synthase 2; AltName: Full=3-oxoacyl-
[acyl-carrier-protein] synthase |,
AltName: Full=Beta-ketoacyl-ACP
synthase Il; Short=KAS II
3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein]
synthase homolog; AltName: Full=Beta-
ketoacyl-ACP synthase homolog

Polyketide synthase PksN

Chromosomal replication initiator
protein DnaA

Polyketide synthase PksN

Probable polyketide synthase 1;
Short=dipks1; Includes: Polyketide
synthase stlA; Includes: Chalcone

synthase stlA; AltName: Full=Steelyl
3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein]
synthase 2; AltName: Full=3-oxoacyl-

[acyl-carrier-protein] synthase II;
AltName: Full=Beta-ketoacyl-ACP

synthase Il; Short=KAS II
Phthiocerol/phenolphthiocerol synthesis
polyketide synthase type | PpsE;
AltName: Full=Beta-ketoacyl-acyl-
carrier-protein synthase |
3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein]
synthase 2; AltName: Full=3-oxoacyl-

[acyl-carrier-protein] synthase II;
AltName: Full=Beta-ketoacyl-ACP

synthase Il; Short=KAS II
Phthiocerol/phenolphthiocerol synthesis
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[acyl-carrier-protein] synthase lI;
AltName: Full=Beta-ketoacyl-ACP
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Fatty acid synthase

Phthiocerol synthesis polyketide
synthase type | Ppsk; AltName:
Full=Beta-ketoacyl-acyl-carrier-protein
synthase |
3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein]
synthase 2; AltName: Full=3-oxoacyl-
[acyl-carrier-protein] synthase II;
AltName: Full=Beta-ketoacyl-ACP
synthase Il; Short=KAS II
Phthiocerol synthesis polyketide
synthase type | PpsD; AltName:
Full=Beta-ketoacyl-acyl-carrier-protein
synthase |
Phthiocerol synthesis polyketide
synthase type | PpsE; AltName:
Full=Beta-ketoacyl-acyl-carrier-protein
synthase |

Putative inactive phenolphthiocerol
synthesis polyketide synthase type |
Pks15

3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein]
synthase 2; AltName: Full=3-oxoacyl-
[acyl-carrier-protein] synthase lI;
AltName: Full=Beta-ketoacyl-ACP
synthase Il; Short=KAS II

Polyketide synthase PksJ; Short=PKS

Phthiocerol synthesis polyketide
synthase type | PpsE; AltName:
Full=Beta-ketoacyl-acyl-carrier-protein
synthase |

Polyketide synthase PksJ; Short=PKS

Polyketide synthase PksL; Short=PKS

3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein]
synthase 2; AltName: Full=3-oxoacyl-
[acyl-carrier-protein] synthase II;
AltName: Full=Beta-ketoacyl-ACP
synthase Il; Short=KAS II

Polyketide synthase PksJ; Short=PKS
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synthase 2; AltName: Full=3-oxoacyl-
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AltName: Full=Beta-ketoacyl-ACP
synthase Il; Short=KAS II
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Phthiocerol/phenolphthiocerol synthesis
polyketide synthase type | PpsE;
AltName: Full=Beta-ketoacyl-acyl-
carrier-protein synthase |

Polyketide synthase PksL; Short=PKS

Phthiocerol/phenolphthiocerol synthesis
polyketide synthase type | PpsD;
AltName: Full=Beta-ketoacyl-acyl-
carrier-protein synthase |

Polyketide synthase PksJ; Short=PKS

Phthiocerol/phenolphthiocerol synthesis
polyketide synthase type | PpsE;
AltName: Full=Beta-ketoacyl-acyl-
carrier-protein synthase |

Polyketide synthase PksJ; Short=PKS

Erythronolide synthase, modules 3 and
4; AltName: Full=6-deoxyerythronolide
B synthase Il; AltName: Full=DEBS 2;
AltName: Full=ORF 2
Phthiocerol synthesis polyketide
synthase type | PpsB; AltName:
Full=Beta-ketoacyl-acyl-carrier-protein
synthase |
3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein]
synthase 1; AltName: Full=3-oxoacyl-
[acyl-carrier-protein] synthase I;
AltName: Full=Beta-ketoacyl-ACP
synthase |; Short=KAS |

Polyketide synthase PksJ; Short=PKS

3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein]
synthase 2; AltName: Full=3-oxoacyl-
[acyl-carrier-protein] synthase II;
AltName: Full=Beta-ketoacyl-ACP
synthase Il; Short=KAS II
3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein]
synthase, mitochondrial; AltName:
Full=Beta-ketoacyl-ACP synthase;
AltName: Full=mtKAS; Flags: Precursor
3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein]
synthase 2; AltName: Full=3-oxoacyl-
[acyl-carrier-protein] synthase lI;
AltName: Full=Beta-ketoacyl-ACP
synthase Il; Short=KAS II
Beta-ketoadipyl-CoA thiolase; AltName:
Full=3-oxoadipyl-CoA thiolase
3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein]
synthase, mitochondrial; AltName:
Full=Beta-ketoacyl-ACP synthase;
AltName: Full=mtKAS; Flags: Precursor
3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein]
synthase 2; AltName: Full=3-oxoacyl-
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[acyl-carrier-protein] synthase |,
AltName: Full=Beta-ketoacyl-ACP
synthase Il; Short=KAS II
3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein]
synthase 2; AltName: Full=3-oxoacyl-
[acyl-carrier-protein] synthase lI;
AltName: Full=Beta-ketoacyl-ACP
synthase Il; Short=KAS II
Phthiocerol/phenolphthiocerol synthesis
polyketide synthase type | PpsA;
AltName: Full=Beta-ketoacyl-acyl-
carrier-protein synthase |
Phthiocerol/phenolphthiocerol synthesis
polyketide synthase type | PpsE;
AltName: Full=Beta-ketoacyl-acyl-
carrier-protein synthase |

Polyketide synthase PksN

3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein]
synthase 2; AltName: Full=3-oxoacyl-
[acyl-carrier-protein] synthase lI;
AltName: Full=Beta-ketoacyl-ACP
synthase Il; Short=KAS II

Polyketide synthase PksM

Mycosubtilin synthase subunit A;
Includes: Glutamate-1-semialdehyde
aminotransferase; Short=GSA-AT;
Includes: ATP-dependent asparagine
adenylase 1; Short=AsnA 1; AltName:
Full=Asparagine activase 1
3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein]
synthase 2; AltName: Full=3-oxoacyl-
[acyl-carrier-protein] synthase ;
AltName: Full=Beta-ketoacyl-ACP
synthase Il; Short=KAS II
Probable acetyl-CoA acetyltransferase;
AltName: Full=Acetoacetyl-CoA
thiolase
Phthiocerol/phenolphthiocerol synthesis
polyketide synthase type | PpsE;
AltName: Full=Beta-ketoacyl-acyl-
carrier-protein synthase |
3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein]
synthase 2; AltName: Full=3-oxoacyl-
[acyl-carrier-protein] synthase II;
AltName: Full=Beta-ketoacyl-ACP
synthase Il; Short=KAS II
Lovastatin diketide synthase LovF;
Short=LDKS
3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein]
synthase, mitochondrial; AltName:
Full=Beta-ketoacyl-ACP synthase;
Flags: Precursor
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[acyl-carrier-protein] synthase lI;
AltName: Full=Beta-ketoacyl-ACP
synthase Il; Short=KAS II
3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein]
synthase 2; AltName: Full=3-oxoacyl-
[acyl-carrier-protein] synthase |,
AltName: Full=Beta-ketoacyl-ACP
synthase Il; Short=KAS II
Erythronolide synthase, modules 5 and
6; AltName: Full=6-deoxyerythronolide
B synthase llI; AltName: Full=DEBS 3;
AltName: Full=ORF 3
Phthiocerol synthesis polyketide
synthase type | PpsA; AltName:
Full=Beta-ketoacyl-acyl-carrier-protein
synthase |

3-ketoacyl-CoA thiolase; AltName:
Full=Acetyl-CoA acyltransferase;
AltName: Full=Beta-ketothiolase

Erythronolide synthase, modules 1 and
2; AltName: Full=6-deoxyerythronolide
B synthase I; AltName: Full=DEBS 1,
AltName: Full=-ORF 1
3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein]
synthase 2; AltName: Full=3-oxoacyl-
[acyl-carrier-protein] synthase lI;
AltName: Full=Beta-ketoacyl-ACP
synthase IlI; Short=KAS Il
3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein]
synthase 2; AltName: Full=3-oxoacyl-
[acyl-carrier-protein] synthase II;
AltName: Full=Beta-ketoacyl-ACP
synthase Il; Short=KAS II
Phthiocerol synthesis polyketide
synthase type | PpsA; AltName:
Full=Beta-ketoacyl-acyl-carrier-protein
synthase |

Probable polyketide synthase 17;
Short=dipks17

Phthiocerol synthesis polyketide
synthase type | PpsC; AltName:
Full=Beta-ketoacyl-acyl-carrier-protein
synthase |

Polyketide synthase PksJ; Short=PKS

3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein]
synthase 2; AltName: Full=3-oxoacyl-
[acyl-carrier-protein] synthase II;
AltName: Full=Beta-ketoacyl-ACP
synthase Il; Short=KAS II
3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein]
synthase 1; AltName: Full=3-oxoacyl-
[acyl-carrier-protein] synthase I;
AltName: Full=Beta-ketoacyl-ACP
synthase |; Short=KAS |
3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein]
synthase 2; AltName: Full=3-oxoacyl-
[acyl-carrier-protein] synthase II;
AltName: Full=Beta-ketoacyl-ACP
synthase Il; Short=KAS II
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3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein]
synthase 2; AltName: Full=3-oxoacyl-
[acyl-carrier-protein] synthase lI;
AltName: Full=Beta-ketoacyl-ACP
synthase Il; Short=KAS II
Probable polyketide synthase 37;
Short=dipks37; Includes: Polyketide
synthase stIB; Includes: Chalcone
synthase stIB; AltName: Full=Steely2
3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein]
synthase 2; AltName: Full=3-oxoacyl-
[acyl-carrier-protein] synthase II;
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