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TiTULO EN ESPANOL:
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DEDICADOS AL CULTIVO DE PAPA CRIOLLA (Solanum phureja) MEDIANTE UNA
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TiTULO EN INGLES:

ANALYSIS OF THE MICROBIAL FUNCTIONALITY AND DIVERSITY IN SOILS
DEDICATED TO POTATO (Solanum phureja) FARMING BY MEANS OF A
METAGENOMIC APPROACH

RESUMEN EN ESPANOL

Los microorganismos constituyen las dos terceras partes de la diversidad biolégica de
la Tierra. Se reconoce que hasta el 99% no son cultivables por técnicas estandar de
laboratorio, o que hace indispensable la implementacion de métodos independientes
de cultivo, como la metagendmica, para acceder a la diversidad genética y la
estructura de la poblacién con el fin de aprovechar este conocimento en procesos de
bioprospeccion. En este estudio se construyeron librerias metagendmicas en
fésmidos utilizando ADN ambiental directamente aislado de muestras de suelos con
manejo agricola tradicional y organico, dedicados al cultivo de papa criolla (Solanum
phureja). Se obtuvo un total de 1728 clones para la libreria de suelos organicos y de
5568 para la libreria tradicional. Los clones fueron crecidos en diferentes sustratos
para identificar actividades relacionadas con el ciclo del Carbono y del Fésforo. El
tamizaje funcional revel6 la presencia de 22 clones con actividad celulolitica, 4 con
actividad proteolitica y 14 con potencial actividad solubilizadora de Fosfato. Todos los
fésmidos con potencial funcional fueron secuenciados simultaneamente utilizando
pirosecuenciacion e identificados mediante una metodologia innovadora. Los clones
identificados fueron caracterizados genomicamente, encontrando dominios
pertenecientes a familias de proteinas glicosil-hidrolasas, proteasas, ademas de
pirroloquinolina quinona. Los analisis de diversidad a nivel taxonémico, mostraron la
presencia de bacterias pertenecientes en su mayoria a los grupos de a- B y-
proteobacterias, Actinobacterias y Bacterias no identificadas. Este es el primer
estudio metagendémico funcional llevado a cabo en suelos dedicados a cultivos
agricolas y revela tanto a nivel funcional como de diversidad taxonémica, el gran
potencial de estos suelos para estudios de metagendmica y bioprospeccion.
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ABSTRACT

Microorganisms make up to two thirds of the Earth’s biological diversity. It has been
noticed that up to 99% cannot be cultured with standard laboratory techniques, which
makes necessary the implementation of culture-independent methods, such as
metagenomics, to access genomic diversity and population structure as the starting
point for bioprospection. In this study, two metagenomic libraries were constructed in
fosmids using environmental DNA isolated directly from soil samples with traditional
and organic agricultural techniques in yellow potato (Solanum phureja) crops. We
obtained a total of 1728 clones for the organic soil library and 5568 clones for the
traditional library. These clones were grown in different substrates to identify carbon
and phosphate cycle enzymatic activities. The functional screening revealed the
presence of 20 clones with cellulolytic activity, 3 clones with proteolytic activity as well
as 14 clones with a potential phosphate solubilizing activity. All these fosmids with
functional potential were pyrosequenced simoultaneously and were identified
implementing a ground-breaking methodology. The clones were genetically
characterized finding domains belonging to glicosyl-hydrolases and proteases
families, as well as the pyrroloquinoline quinine protein. Bacteria, belonging mostly to
a-, B-, y-proteobacteria, actinobacteria and non-identified bacteria were found in the
diversity analysis at taxonomical level. To our knowledge, this is the first metagenomic
functional study in soils dedicated to agricultural crops and reveals, in taxonomic
diversity as well as functionality, the great potential of these soils for metagenomic
studies and bioprospection.
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1 INTRODUCCION

El suelo es un sistema complejo en equilibrio dinamico, en el que los seres vivos que
habitan en él tienen un papel esencial en el sostenimiento de la fertilidad. Este
ecosistema edafico es el habitat de un gran numero de especies microbianas, tanto
eucariotas (hongs, algas, protozoos, acaros e insectos entre otros) como procariotas
(bacterias y arqueas) que establecen relaciones intra e interespecificas que
contribuyen a las caracteristicas propias del suelo (90).

El estudio de los ecosistemas, en particular el edafico, debe emprenderse no sélo a
partir de la consideracion de los organismos o poblaciones, sino también estudiando
el ambiente abidtico relacionado. Es importante entonces tener en cuenta que
elementos necesarios para la nutricidn vegetal, son secuestrados en una variedad de
biomoléculas las cuales, se hacen biodisponibles por la accion de enzimas
especificas, principalmente de origen microbiano (26). Debido a que la mayoria de
estos procesos enzimaticos, que lideran la descomposicion y ciclaje de nutrientes,
residen en la capacidad metabdlica de los microorganismos presentes en el suelo, la
biodiversidad microbiana y su abundancia se consideran como factores criticos en el
mantenimiento de los ecosistemas (26). Particularmente en las plantas, existen una
serie de elementos quimicos fundamentales para su desarrollo, clasificados como
macro y micronutrientes. Estos elementos son requeridos para su funcionamiento
fisiolégico; resaltando la importancia del Carbono, Hidrégeno, Oxigeno, Nitrégeno y
Fosforo como constituyentes principales de la estructura de los vegetales (71). Sin
embargo, la disponibilidad de estos nutrientes varia dependiendo de las
caracteristicas del suelo, que dependen a su vez de la presencia de una diversidad
de microorganismos capaces de transformar y devolver estos elementos al medio.
De alli la importancia de estudiar la comunidad microbiana presente en este
ecosistema, como un marcador del estado del suelo e indicador de su calidad. La
interpretacion correcta de la diversidad microbiana permite inferir el funcionamiento
del suelo y contribuye a su conservacion (56). Hasta hace muy poco, la identificacion
de grupos fisioldgicos microbianos y la evaluacion de su diversidad en suelos, exigia
el aislamiento a partir de cultivos en medios diferenciales (1).

La estimacion de la estructura poblacional requeria la utilizacion de técnicas de
conteo en placa, las cuales no revelaban la realidad edéfica, debido a que la porcién
de diversidad microbiana estimada a través de técnicas de cultivo tradicional en
laboratorio, representaba aproximadamente el 1% del total de la diversidad presente
en un ambiente (133). Esto indica que estas técnicas estan significativamente
sesgadas a los microorganismos de crecimiento rapido y de facil cultivo, dejando por
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fuera al grupo de los microorganismos denominados no cultivables, los cuales
representan hasta un 99% del total de individuos presentes en un ambiente (111).

Con el fin de suplir esta deficiencia técnica y eliminar el sesgo metodolégico, surge la
aproximacion metagendmica, que busca analizar el genoma de comunidades de
microorganismos presentes en un ambiente particular, independiente de su cultivo
(119). Esta aproximacion involucra herramientas de biologia molecular, como el
aislamiento directo del ADN de un ambiente determinado, seguido por la clonacién
del metagenoma completo en un vector apropiado, la secuenciacion directa de este
ADN ambiental o, la amplificacién de secuencias de interés para analisis de funcion
(119). Esta aproximacion permite el analisis de operones enteros que codifican vias
catabolicas o biosintéticas, estudiar la diversidad de genes naturales y relacionarlos
con sus productos, ademas de inferir la funcién de los microorganismos especificos
dentro de su habitat (113).

Dado que Colombia es considerado uno de los 17 paises mas megadiversos del
globo, puesto que su superficie alberga el 14% de las especies de plantas y animales
reportadas, la diversidad microbiana es un recurso natural poco explorado en el pais
(31).

Para contribuir al conocimiento de esta diversidad microbiana, este proyecto plantea
utilizar una aproximacion metagenomica para obtener informacion sobre genes o
grupos de genes funcionales en la comunidad microbiana tomando como modelo
suelos donde se cultiva papa criolla (Solanum phureja), este cultivo fue tomado como
modelo pues este alimento es uno de los mas tradicionales e importantes de la region
Andina, y es considerado como un producto con gran potencial econémico en la
region. Este ecosistema presenta esquemas de manejo contrastantes: por una parte
un manejo basado en fertilizantes organicos y bioplaguicidas, y, por otro lado, el uso
intensivo de fertilizantes quimicos y plaguicidas, dirigidos a asegurar altos
rendimientos de los cultivos. Estos tipos de manejo pueden influir en la estructura de
la comunidad y por ende afectar la calidad y la salud del suelo, en términos de
fertilidad y erosion; disminuyendo asi la posibilidad de un manejo sostenible de este
cultivo y del medio ambiente.

Teniendo en cuenta el papel que juegan de los microoganismos en la
biodisponibilidad de elementos quimicos limitantes para crecimiento de las plantas, se
hace interesante estudiar la funcionalidad de los genes de esta comunidad
microbiana, asociados especialmente al ciclo del carbono y el fosforo, pues puede
contribuir con un manejo sostenible de los cultivos, ya que permitira un mejor
aprovechamiento de las enmiendas organicas. Esto se vera reflejado en una mayor
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cantidad de nutrientes disponibles para la planta y en una disminucion en el uso de
agroquimicos;.

La evaluacién de la capacidad enzimatica se realiz6 mediante la construccion de
librerias metagendmicas de insertos grandes (40.000 pares de bases
aproximadamente), provenientes de los dos diferentes tipos de suelos, de manejo
agricola contrastante, y el posterior tamizaje funcional, para identificar posibles
biocatalizadores que contribuyan al mantenimiento del ciclaje de nutrientes
relacionados con los ciclos biogeoquimicos del Carbono y Fésforo, dos de los
elementos fundamentales, desde el punto de vista de nutricion vegetal, en
ecosistemas agricolas. Asi mismo, se buscd la identificacion de clones con
actividades enzimaticas que tienen aplicacion potencial en diferentes procesos
industriales. Este proyecto hace parte de la iniciativa en metagendmica liderada y
llevada a cabo por el Consorcio de Investigacion en Metagendémica Agricola —CIMA-
conformado por investigadores de la Corporacién Corpogen, la Universidad Nacional
de Colombia sede Bogota, la Universidad de los Andes y la Corporacién para
Investigaciones Bioldgicas (CIB) en Medellin.
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2 FORMULACION DEL PROBLEMA

El suelo es considerado como uno de los principales reservorios de diversidad
microbiana sobre el planeta. Como lo muestran los analisis de cultivos puros de
microorganismos edaficos, éste es también una fuente de compuestos agentes
terapéuticos tales como antibioticos (96), anticancerigenos (115) y nuevos
biocatalizadores importantes a nivel comercial (141). Sin embargo, se ha visto que la
tasa de redescubrimiento de compuestos es alta y que la oportunidad de encontrar
nuevos compuestos a partir de microorganismos cultivables es baja (107). Esto se
debe a que algunos microorganismos presentes en el suelo no pueden ser cultivables
bajo las condiciones actuales de laboratorio, lo que sesga los resultados de estos
estudios pues se trabaja con tan solo el 1% del total de los microorganismos
presentes en la comunidad (107). Es evidente entonces que la busqueda de nuevas
moléculas debe realizarse mediante técnicas que permitan obtener informacién de
microorganismos no cultivables y de sus genomas, lo que puede ser, sin duda,
utilizable no sélo en el desarrollo de nuevos productos de interés a nivel industrial
(113), sino tambien puede ser util para establecer el potencial metabdlico de
microorganismos edaficos que contribuyan al ciclaje de nutrientes, factor importante
en de ecosistemas agricolas, con fines de bioprospeccion.

El reciente auge de estudios en microbiologia molecular, enfocado en la busqueda de
genes ribosomales 16S ARNr en numerosas fuentes ambientales, proporciona
evidencia de la existencia de nuevos tipos de microorganismos, superiores en
numero y variedades a los microorganismos cultivados en laboratorio (109). De igual
manera, el avance en las técnicas moleculares como la clonacién y secuenciacioén, ha
posibilitado el estudio gendmico de estos microorganismos no cultivables. La
metagendmica, entiéndase el analisis gendmico de comunidades microbianas, se ha
valido de estos avances en biologia molecular para analizar poblaciones de
microorganismos de manera independiente de su cultivo, recuperarando el ADN total
directamente del ambiente (132), Este analisis tiene la ventaja de proveer mayor
informacion que la obtenida en técnicas tradicionales, y provee un método para
acceder a una gran proporcién del ADN del suelo u otro ambiente bajo estudio (109).
En los ultimos afios, esta estrategia ha generado gran numero de resultados, desde
el punto de vista biotecnolégico, en donde se ha podido obtener enzimas y
metabolitos secundarios con propiedades novedosas de interés industrial (109).

Aunque algunos grupos estan trabajando la aproximacién metagenomica aplicada a
ambientes extremos en Colombia, a nuestro conocimiento no hay reportes sobre
estudios metagendmicos enfocados a suelos dedicados a cultivos. Este hecho hizo
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que se planteara un proyecto integral enfocado al estudio de los microorganismos vy el
metabolismo edafico de suelos en los que se cultiva la papa criolla (Solanum
phureja), ademas con técnicas de manejo agricola que contrastan los tratamientos
agroquimicos tradicionales con tratamientos organicos, a partir de una aproximacion
metagendmica, con el fin de estimar la diversidad presente e identificar secuencias de
genes o grupos de genes funcionales microbianos, involucrados en los principales
ciclos biogeoquimicos. Se buscan ademas, marcadores moleculares de ADN,
caracteristicos de estos grupos funcionales microbianos, para usarlos en la
evaluacion de la calidad de este suelo agricola mediante una placa de microarreglos
de ADN, que contenga las secuencias especificas de los genes que permitan hacer el
seguimiento de rutas metabdlicas determinadas. El analisis de estos grupos de
genes, permitira conocer la presencia/ausencia de los componentes enzimaticos que
hacen parte de las rutas metabdlicas relacionadas con carbono, nitrogeno, azufre,
hierro y fésforo, elementos esenciales para la nutricion vegetal en ecosistemas
agricolas y naturales.

Este tipo de diagndstico permitira el establecimiento y puesta en marcha de
estrategias de mejoramiento y optimizacion de las condiciones de cultivo de los
suelos agricolas dedicados, en este caso, al cultivo de papa criolla (Solanum
phureja). Estas estrategias influirian en la mejora de los niveles de productividad,
competitividad y sostenibilidad del sistema productivo de la papa, bajo los
lineamientos de produccion mas limpia y sostenibilidad ambiental, contribuyendo
significativamente a la disminucion de las agroquimicos y a una mejor utilizacion de la
riqueza genética presente en este ecosistema (70).

Como parte del megaproyecto mencionado, se planted, para este trabajo, la
construccion de librerias metagendmicas en fésmidos de insertos grandes (35000 a
40000 pares de bases) para la busqueda de genes involucrados en el ciclaje del
carbono y la solubilizacién del fésforo inorganico, macronutrientes del suelo, por
medio de un tamizaje funcional. Este es el primer trabajo a nivel nacional en utilizar
una aproximacion metagendmica para el estudio de ecosistemas agricolas modelo.

Considerando que las propiedades fisicoquimicas y biolégicas propias de cada suelo
(disponibilidad de nutrientes, contenido de agua, temperatura, entradas de abonos
organicos o fertilizantes, entre otros) son tan variables, los microorganismos
presentes deben generar mecanismos para adaptarse a estos tipos de presion de
seleccion, por lo que no se descarta que podamos encontrar enzimas novedosas con
caracteristicas fisicas y quimicas deseables para su aprovechamiento en
bioprospeccion y a nivel agricola (90).
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La informacion aqui obtenida permitira tener una descripcidon inicial de dicho
ecosistema, independiente de cultivo, y aportara las secuencias obtenidas de genes
funcionales al microarreglo, objetivo planteado en el megaproyecto.

3 ESTADO DEL ARTE

3.1 SUELO

El suelo es un recurso viviente, dinamico y no renovable, cuya condicion y
funcionamiento es vital para la produccién de alimentos, y para el mantenimiento de
la calidad ambiental local, regional y global (25). Es un sistema que comprende una
variedad de micro habitats que hace posible la vida de muchos microorganismos y
macroorganismos, que hacen parte de un ecosistema complejo (33).

La comunidad microbiana, dentro del ecosistema edafico, es de vital importancia para
su funcionamiento, dada la cantidad de procesos en los que participa
(descomposicidn, ciclado de nutrientes, agregacion del suelo y patogenicidad) (26).
Esta relacion de co-dependencia entre el suelo y los seres vivos que lo habitan es
clave en cualquier investigacion sobre el manejo ecoldgico de un suelo agricola (50).

Las interacciones que se dan en el suelo afectan diferentes niveles de la cadena
trofica. Un caso en particular, y la base de la cadena, es la relacion entre los
productores y descomponedores a través del ciclaje de nutrientes, el cual se vuelve
un factor limitante para los productores (133). Dentro de estos requerimientos
nutritivos, estan elementos como el Carbono, Hidrégeno, Oxigeno, Nitrégeno, Fésforo
y Azufre, que son constituyentes principales de la materia organica y estan
implicados en los procesos enzimaticos esenciales para desarrollo de la planta (70).

La importancia de los microorganismos en la disponibilidad de algunos de estos
nutrientes, esta dada por la secrecion de enzimas que oxidan o hidrolizan la materia
organica con el fin de mineralizarla, dejandola a disposiciéon tanto para ellos como
para el resto de organismos. Por lo tanto, se habla del potencial enzimatico del suelo
como la expresion de la actividad microbiolégica y su papel para el ciclado de
nutrientes (70). Hay que tener presente que en los suelos, no sélo se tiene la
capacidad de transformar o degradar los componentes naturales, necesarios para la
vida de plantas y microorganismos, sino que ademas se transforman compuestos
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xenobidticos recalcitrantes que pueden llegar a perjudicar este ambiente, por lo que
este ecosistema es considerado como uno de los principales reservorios de
diversidad microbiana, y de genes para la degradacion o transformaciéon de
compuestos organicos sobre el planeta (53).

Estas caracteristicas hacen que el suelo sea postulado como un ecosistema blanco,
ideal para el estudio de metagendmica funcional, cuya relevancia no solo es en la
agricultura, industria quimica y farmacéutica, sino también en los proyectos de
biorremediacion (26).

3.2 DIVERSIDAD MICROBIANA EN EL SUELO.

El termino biodiversidad microbiana, describe el numero de especies de
microoganismos diferentes y su abundancia relativa en una comunidad determinada
en un habitat dado (33). Tradicionalmente, este numero se ha estimado para el total
de células procariotas sobre la tierra en 4-6*10°°, idea que comprende entre 10° y 108
genoespecies separadas (grupos taxondmicos distintos basados en el analisis
secuencias de genes) (18). Esto representa un enorme potencial biolégico y genético
que puede ser explotado para recuperar posibles nuevos genes, definir rutas
metabdlicas enteras y sus productos relacionados (18). Se ha estimado que la
diversidad microbiana del suelo esta dentro de un rango de 3000 y 11000 genomas
por gramo de suelo (133). Sin embargo, la inmensa diversidad genética y fenotipica
de bacterias y hongos hacen de esta comunidad una de las mas dificiles de estudiar
(94).

Se ha sugerido que el 99% de las bacterias observadas bajo el microscopio no son
cultivables por las técnicas comunes de laboratorio (132), por lo que se puede
suponer que ese 1% es representativo de la entera poblacion y que ese 99% es
simplemente un estado fisioldgico que evita que sean cultivados en los medios
actuales, o que es posible que el 99% sean fenotipicamente y genéticamente
diferentes de ese 1% y solo la minoria de la poblacién esta representada (87). Para
vencer este obstaculo del estudio dependiente de cultivo, se han desarrollado varios
meétodos para identificar y estudiar esos microorganismos, como el analisis de acidos
grasos y métodos como las diferentes variaciones de la Reaccién en Cadena de la
Polimerasa (PCR por sus siglas en ingles) para analizar ADN y ARN (68).

Tipicamente regiones de ADN que codifican para el 16S ARNr, 18S ARNr o ITS son
blancos para la construccion de iniciadores para el estudio de la diversidad, ya que
estos genes estan presentes en todos los microrganismos y poseen regiones
definidas para la clasificacion taxondmica que no estan sujetas a transferencia
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horizontal (145). Es de resaltar que la utilizacion de iniciadores universales para la
amplificacion PCR de diversos genes 16S del total del ADN de la comunidad, han
generado una vasta cantidad de datos acerca del taxa y de especies presentes en un
habitat (138), redefiniendo la diversidad procariota (122). De esta manera este tipo de
estudios han revolucionando la ecologia microbiana: por ejemplo, suelos que han
mostrado ser poco diversos cuando se analizan con técnicas de cultivo tradicional,
han mostrado, mediante el andlisis de 16S, ser los habitat mas ricos en diversidad de
procariotas sobre la tierra (122).

Si bien el analisis del ARNr 16S proporciona una valiosa informacion acerca de la
diversidad y la evolucion de los microbios, este da pocos datos acerca de la
informacion genética de los diferentes microorganismos de la comunidad y del papel
funcional de estos dentro de su habitat (126). Para determinar una posible relacién
entre la diversidad y la funcionalidad de las comunidades bacterianas presentes en el
suelo se requiere de estudios complementarios (122).

Se plantea entonces la aproximacion metagendémica, herramienta que usa el gen 16S
ARNr como un marcador filogenético para identificar clones que pertenecen a un
microorganismo especifico (6) y se secuencia ADN flanqueante para obtener
informacion acerca de la fisiologia del microorganismo (122). Como ejemplos de la
utilizacién de esta aproximacion tenemos el estudio de Beja y colaboradores (2000)
los cuales hacen un gran descubrimiento acerca de la deteccion de un marco abierto
de lectura que codifica para rodopsina en una y-proteobacteria. Siendo este el primer
indicio que este tipo de organismos encontrados en la superficie del agua son
capaces de cargar con una nueva forma de fototropismo el cual era supuestamente
exclusiva de Archaea (11); y por otro lado la reconstruccién del metagenoma de un
ecosistema usando secuenciacidon shotgun. Este método fue utilizado para
reconstruir el metagenoma de una biopelicula acidofilica de baja diversidad (136).
Dentro del andlisis de clones por 16S ARNTr se reveld la presencia de solo tres linajes
Archaea y Bacterias y a través de esta reconstruccion ellos fueron capaces de otorgar
un proceso a un microorganismo especifico y demostrar la interdependencia
metabdlica de la comunidad de la biopelicula (122).

Teniendo en cuenta estas investigaciones, se plantea que la informacion obtenida
dentro de las librerias metagenomicas, puede ser utilizada para determinar tanto la
diversidad de la comunidad como su actividad (122). Estos analisis han
proporcionado un paso hacia la explotacion de la diversidad microbiana en
agricultura, salud, industria y problemas ambientales (26).
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3.21 METODOS PARA ESTUDIAR LA DIVERSIDAD MICROBIANA EN EL
SUELO

Los métodos que han sido utilizados, para medir la diversidad microbiana en suelo
estan categorizados dentro de dos grupos: las técnicas basadas en bioquimica vy
técnicas basadas en biologia molecular (68).

La siguiente Tabla resume las caracteristicas de cada una de las técnicas

bioquimicas sefalando ventajas y desventajas de cada una.

Tabla 1. Técnicas bioquimicas, utilizadas para el estudio de la diversidad microbiana (68)

METODO VENTAJA DESVENTAJA REFERENCIA
No detecta los
organismos no
cultivables.
Sesgo hacia los
Conteo en placa Rapido y Barato orgarjlsmos’dfe (128)
crecimiento rapido
Sesgo a especies de
hongos que producen
gran cantidad de
esporas
No toma los organismos
Rapido, altamente no cultivables.
reproducible, Sesgo a organismos de
relativamente barato, crecimiento rapido.
Perfil fisioldgico a nivel Diferencia entre Solo representa aquellos (34, 148)
de comunidad( CLPP) comunidades organismos capaces de (146)
microbianas. utilizar fuentes de carbon
Genera gran cantidad de disponibles.
datos. Sensitivo a la densidad
del inoculo
No necesita cultivar el Puede ser influenciado
Anlisi . . organismo, directa por factores externos.
nalisis de acidos - L
. extraccion del suelo Presenta la posibilidad
grasos metil ester Si . d los resultados (117) (13) (38).
(FAME) igue organismos e que ]
especificos o puedan ser confundidos
comunidades por otros organismos

Dentro de las técnicas moleculares para estudiar la diversidad se incluye la re
asociacion de ADN, hibridacion ADN-ADN y ARNmM-ADN, clonacion ADN,
secuenciacion de alto rendimiento (high-troughput) y otros métodos basados en PCR
como electroforesis de gradiente denaturante (DGGE) (68).
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Una de las técnicas de hibridacion que ha estado adquiriendo mucha fuerza, dentro
de los estudios de diversidad, es el microarreglo de ADN, que se basa en la
hibridacion del ADN-ADN o ADNc-ADN para detectar e identificar especies
bacterianas (21) o para evaluar la diversidad microbiana (39). Este microarreglo
puede contener genes blancos especificos para proveer informacion de la diversidad
funcional o puede contener una muestra de ambientes “estandar” (fragmentos con
menos del 70% de hibridacion) representando diferentes especies encontradas en la
muestra ambiental (39).

Otros métodos basados en biologia molecular para estudios ecoldgicos se basan en
la clonacion de genes blancos aislados de muestras ambientales. Sin embargo, la
secuenciacion de estos clones mediante técnicas tradicionales se torna rutinaria,
costosa y dispendiosa (130). Se abre, entonces, la posibilidad de utilizar otras
técnicas mas rapidas y economicas para evaluar la diversidad microbiana en las
cuales el ADN es extraido de muestras ambientales, purificado; seguidamente el ADN
blanco es amplificado utilizando iniciadores especificos y el producto resultante es
separado por diferentes vias (68), abriendo una ventana mas para el estudio a partir
de la metagenomica.

3.2.2 SECUENCIACION DE ADN

Tradicionalmente, el estudio de genes de ambientes naturales incluia la clonacion de
ADN en un vector, luego la insercion del vector en un hospedero, seguida por su
deteccion, y la secuenciacion tradicional via Sanger (15). Sin embargo la necesidad
de una metodologia mas rapida, facil y econémica, de alto rendimiento y altamente
confiable ha ido incrementando, ya que se ha visto su importancia para los diferentes
estudios moleculares. Esta demanda ha impulsado el desarrollo de diferentes
tecnologias de secuenciacion independientes de clonacion: dentro de estas, la
pirosecuenciacion (114) ha tenido un gran auge por permitir la secuenciacion de
regiones técnicamente dificiles (una fuerte estructura secundaria o alto contenido de
Guanina-Citosina) y por cubrir regiones recalcitrantes a clonacion en E. coli (15).

En este método, el ADN gendmico es fragmentado, generando tamafos pequefos
(300-800pb). Posteriormente, el ADN es reparado y ligado, en sus extremos, con
adaptadores para su secuenciacion (114). Se amplifica este fragmento que luego es
denaturado. Estas microesferas contienen multiples copias del mismo fragmento de
ADN y son depositadas dentro de pozos de fibra optica (Figura 1 A,B ) donde son
convertidas en una libreria de ADN de cadena sencilla (60). Posteriormente estas
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microesferas son colocadas sobre platos PicoTiter en donde cada pozo es lleno de
perlas pequefas las cuales son inmovilizadas junto con enzimas (ADN polimerasa,
ATP sulfurilasa, luciferaza y apirasa) requeridas para la reaccion de
quimioluminiscencia (114).

Esta técnica se basa en la secuenciacion por sintesis, en la que la secuenciacion de
una cadena sencilla de ADN ocurre durante la sintesis de su cadena complementaria.
El montaje fluido del instrumento provee dNTPs uno por uno a través de una
conduccion de flujo.

A) Extraccidn del ADN y preparacion de la libreria

ADMN eﬂracmon Ligacidon de adaptadores & W Calidad de la libreria
A o
\"" "'f_ / TR Iniciadores especificos

* con adaptadores Roche
~a eeHampitfy
2l g iir h e e

Spartina ;Jnmai'sl' i |

B) PCRen Emulsion

Unidn de la libreria a las perlas 1‘

4 B l's—é‘_r __7/ ;3‘1 c'r\‘\ -

- aniio By — ! LG

= .oﬁgj‘w‘clf-——a}gﬁ "R [ Mol A Emp"f“’“ 3 e
I s al { | |

D NG 5 e

= f E inicio de PCR emulsion \~| o _,//

Cada micelio contiene una unica peria y mezcla de
amplificacion

Figura1l: Esquema del flujo de trabajo para pirosecuenciacion de Roche/454 Life Science. (A) EI ADN es
extraido del ambiente y almacenado dentro de una libreria de ADN de cadena sencilla. (B) PCR en
emulsion, que se encarga de amplificar el ADN sobre microesferas. Tomado y modificado de (60)

El pozo donde la base complementaria esta presente en la cadena molde incorpora
ese dNTPs generando un pirofosfato inorganico PPi. Este es cuantitativamente
convertido a ATP por la ATP sulfurilasa en la presencia de adenosina 5 fosfosulfato
(APS). Este ATP es usado en la conversion de luciferina a oxiluciferina mediada por
la luciferaza, lo que genera luz visible (Figura 2) en cantidades que son
proporcionales a la cantidad de ATP (114). Cuatro reacciones enzimaticas son
repetidas para realizar la secuenciacion por este método. Finalmente los nucledtidos
y ATP no incorporados son degradados por la apirasa antes de que el siguiente dNTP
en el ciclo sea adicionado; esta reaccion ocurre dentro del pozo (114).
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Figura 2: Senal luminica para la deteccion de cada nucleétido dentro de la secuencia. Tomado y
modificado de (60).

Las principales ventajas de esta tecnologia aparte de su economia , es la
paralelizacion de las muestras y la rapidez de la secuenciacion, convirtiéndolo en el
método mas rapido de secuenciacion hasta la fecha (114). Por otro lado la longitud
de su secuencia que ha sido mejorada y paso de 100pb a 400pb que va ha ser util en
los diferentes pasos para el analisis de las secuencias (60).

Mardis (83), reporta que esta plataforma es la mas utilizada en trabajos
metagenomicos, requiriendo una muestra de 3-5 ug de doble cadena y de alto peso
molecular debido a los diferentes procesos a que es sometida la muestra, ademas de
una nueva cuantificacion no espectrofotométrica basado en fluorescencia
(picoGreen) (Molecular Probes, Eugene, OR, USA). Esta tecnologia, tiene un
inmenso potencial y ha abierto una nueva perspectiva para la explotacién
metagenodmica al mejorar la longitud de la lectura y la rapidez con que son obtenidos
los datos para su analisis.

3.3 METAGENOMICA

El término metagendmica se refiere al analisis gendmico de comunidades
microbianas, independiente de cultivo, en un nicho ambiental particular. El término
fue dado por Handelsman 1998 y subsecuentemente explicado del concepto
estadistico de meta-analisis (el proceso de combinar estadisticamente analisis
separados) y gendmico (el analisis del material genético de un organismo) (108).

En los afos 90, cuando se pone en evidencia que las técnicas de cultivo tradicionales
no eran capas de aislar sino el 1% de lo diversidad bacteriana en muchas muestras
ambientales, se gener6 una gran perspectiva para identificar esos organismos
llamados no cultivables y estudiar su potencial biotecnolégico. La metagendmica
surgié para ser utilizada en el estudio de estos microorganismos no cultivables que
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representan hasta el 99% de la poblacion microbiana en un ambiente determinado
(112). Sin embargo uno de los objetivos planteados con el estudio metagenomico no
era solo identificar la diversidad microbiana y explorar su prospecto biotecnolégico,
sino también comprender la composicion de la comunidad y asignar un rol a la
microbiota no cultivable de un nicho particular (114).

La idea de la directa clonaciéon del ADN ambiental fue dada por primera vez por
Norman Pace en 1985, y aplicada por Landmark, quien logré la construccion de una
libreria con un vector fosmido de el ADN metagendmico entero de una muestra
oceanica en 1996 (114). Asi, la aproximacion metagenomica se forma en los
recientes avances en genomica microbiana, en la amplificacién por PCR y en la
clonacion de genes directamente de muestras ambientales (112). Mientras en la
PCR se necesita disefar iniciadores para su amplificacion, la extraccion directa y
clonacion del ADN ofrece la oportunidad de capturar operones o genes que codifican
vias que puedan dirigir la sintesis de moléculas complejas tales como antibidticos y
de esta manera el estudio metagendmico puede estar dirigido a la busqueda de
genes de interés (112).

Dentro de este campo se destacan los estudios de biopeliculas del drenaje de la mina
acida (76Mpb de ADN, dos genomas completamente ensamblados y 4000 genes
putativos identificados) (137) y el metagenoma del mar del Sargasso (> de 1Gpb de
ADN, y 1,2 millones de genes putativos identificados), (138) que ha permitido la
identificacion de una gran diversidad de genes nuevos, demostrando la capacidad
que tiene esta aproximacion para el descubrimiento gendmico.

La siguiente Tabla muestra algunos de los trabajos donde ha aplicado la

metagendmica en estudios de suelos, y que han llevado al descubrimiento de nuevos
genes con atractivo biotecnoldgico.

Tabla 2. Estudios realizados en suelos, utilizando la herramienta metagenémica.

TAMANO
AUTOR \C/Eggiggﬁ DEL DESCUBRIMIENTO
INSERTO

Un clon con actividad ADNasa, 1 clon con actividad antibacterial, dos
(109) BAC 27kb con actividad lipasa, ocho clones con actividad amilasa y 29 clones
presentaron actividad hemolitica

uno de los clones con actividad antimicrobiana contra B. subtilis reveld

cuatro ORF con homologias de genes que codifican largas cadenas de
BAC 37kb . ) . ; ; . e
(82) acidos grasos coA ligasa, fenilalanina-4monooxigenasa, 4-hidroxifenil
piruvato dioxigenasa y ciclohexadienilo dehidratasa, enzimas implicadas
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en la conversion de tirosina y fenilalanina a acido homogentisico,
relacionado con dicha actividad antibacterial

un potencial antibidtico turbomicina A y B exhibiendo un amplio espectro
(36) BAC 44.5 kb de actividad antibidtica contra organismos gran negativos y gran
positivos

Encuentran varios nuevos genes poliquétido sintetasa, utilizando dos
hospederos E.coli cepa DH10B y DH5a y Streptomyces lividans TK24

17). dsmi WED1 DNP
an Césmido p asi como un vector lanzadera pOS700I

Identificaron genes que confieren la capacidad de oxidar cadenas cortas
(69) pBluescrip SK+ 3A56Kb polioles o reducir el correspondiente compuesto carbonil

Recuperan operones catabdlicos para compuestos aromaticos de lodos
usados para el tratamiento de aguas residuales, usando como sustrato
Fésmido 33 Kb catecol, en esta libreria se obtuvieron 91 clones positivos para extradiol

127
(127) dioxigenasas (EDOs)
Descubren una nueva estireno monooxigenasa de un metagenoma de
(48) pZerO-2 5.5 Kb 65,000 clones por su habilidad de formar indigo en E.coli.
pCF430 Identificacion de genes que median resistencia a antibidticos -
5) p 510 Kb actamicos, clones que confieren resistencia a E. coli fueron
CC1BAC ) lactami 14 cl fi istenci E /i f
identificados, ademas se hallé un clon que presenta una bifuncional 3-
pCC1FOS lactamasa.
. Presento actividad antifingica contra Saccharomyces servicidae la
22 EpiFOS- 40 K . R~ o
(22) PEPIFOS-5 OKb secuencia muestra similitud a los genes de bacterias tipo || PKS2
(144). puUC18 3a7kb Dos nuevos genes que codifican lipasas.

3.3.1 ANALISIS DE LAS LIBRERIAS METAGENOMICAS BASADOS EN
FUNCION DE GENES

Este analisis es iniciado para la identificacion de clones que expresan una
caracteristica deseada dentro de wun sustrato especifico, seguido por la
caracterizacion del clon activo por secuencia y analisis bioquimico. Esta
aproximacion permite identificar clones con potenciales aplicaciones en medicina,
agricultura e industria; debido a que se enfoca en productos naturales o proteinas que
tengan una actividad util (112). Para tener éxito en este procedimiento se requiere
que haya transcripcion y traduccion de los genes o del gen de interés y secrecion del
producto del gen (42).

La mayoria de los métodos de tamizaje funcional depende de plaquear clones sobre
un medio agar diferencial indicado y obtener la actividad a través del cambio de color
o la formacién de un halo alrededor de la colonia. Estos métodos difieren en su
sensibilidad, sin embargo los tamizajes funcionales menos sensibles aunque
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detectan pocos biocatalizadores, son mas activos que los que son detectados por
tamizajes mas sensibles (123).

La ventaja de este procedimiento es que se pueden identificar tanto genes descritos
previamente como secuencias nuevas ya que no se requiere conocer la secuencia
del gen de interés. Mediante esta aproximacién se han descubierto genes nuevos que
codifican para amilasas (147), lipasas (69) y esterasas (102) (66) entre otras enzimas
de gran valor biotecnolégico: estas secuencias presentan entre el 20 y 40% de
identidad con las proteinas reportadas, indicando que son enzimas nuevas que
ademas muestran rangos de actividad a temperaturas y pH diferentes al ambiente
en el que habitan estos microorganismos.

La limitacion de este procedimiento es que varios miles de los clones que son
analizados por tamizaje por lo general menos del 0,01% son clones activos, debido a
que hay genes de muestras ambientales que podrian no ser expresados en un
hospedero bacteriano particular como es por excelencia Escherichia coli (126). Por
este gran inconveniente se propone utilizar hospederos alternos como
Streptomyces,(143) Bacillus, Rhizobium o Pseudomonas (43), ademas de la
utilizacion de vectores lanzadera que puedan facilitar la expresion simultanea del
ADN ambiental en hospederos alternativos (42). De igual manera, para este tipo de
vectores y sistemas alternativos, se enfatiza en la necesidad de tecnologias de
tamizaje de alto rendimiento especificos para productos requeridos ya que el alto
rendimiento es de dificil implementaciéon para los mismos (114).

3.3.2 ANALISIS DE LA LIBRERIA METAGENOMICA BASADOS EN SECUENCIA

Los analisis metagendmicos basados en secuencia, emplean secuencias de ADN
conservadas para detectar genes que muestran homologia con las secuencias
presentes en la base de datos. Estas secuencias son usadas para disefiar sondas de
hibridacién o indicadores para PCR que son usados para tamizar la libreria
,adicionalmente este tipo de analisis puede involucrar secuenciacion completa de
clones que contengan marcadores filogenéticos como genes 16S ARNr que ayudan a
unir un fragmento gendémico particular a un linaje que es la fuente probable del
fragmento del ADN (42).

La distribucién y redundancia de funciones en una comunidad, el vinculo de estas

caracteristicas con su posible papel dentro del ambiente, organizacién gendémica y
transferencia horizontal de genes pueden ser inferidos utilizando este tipo de analisis
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(42). Sin embargo la principal limitacion de este método es la dependencia del disefio
de iniciadores sobre informacidn existente acerca de secuencias, favoreciendo las ya
conocidas y omitiendo el aislamiento de miembros de familias no conocidas (42).

Genes similarmente funcionales resultantes de evolucion convergente es probable
que no sean detectados por un set de iniciadores de PCR especificos para familias
de genes (118) (18) y por ultimo, solo un fragmento de un gen estructural podria
tipicamente ser amplificado por PCR, requiriendo pasos adicionales para acceder a
genes de mayor tamafo (18). La combinacién de PCR de regiones conservadas
pequefias con la técnica del genoma andante para obtener las secuencias corriente
arriba y corriente abajo flanqueando los fragmentos, hace posible obtener y
caracterizar genes enteros (59).

3.4 ACTIVIDADES MICROBIANAS INVOLUCRADAS EN LOS CICLOS DEL
FOSFORO Y CARBONO

Los estudios metagendmicos han mostrado un gran interés en la busqueda de
biocatalizadores debido a que ellos tienen potencial aplicacion en procesos
industriales y ecolégicos (123). El hecho que tradicionalmente los biocatalizadores
podrian solo ser obtenidos de bacterias aisladas, fue una de las principales
limitaciones para su amplia aplicacion en la industria (123). El campo de la
metagenomica ha permitido revelar y acceder de manera eficiente a ese potencial
oculto en la mayoria de procariotas no cultivables (122).

De ahi la importancia de utilizar este tipo de aproximacion en suelos de tendencia
agricola, en donde debido a su tipo de manejo se generan condiciones en donde se
hace posible el hallazgo de nuevas enzimas con mejores propiedades a las ya
reportadas, y esto contribuiria a mejorar la calidad del suelo, permitiendo un mejor
aprovechamiento en este caso de las enmiendas que son aplicadas para elevar la
produccion del cultivo. Basandonos en este echo, nos enfocamos en la busqueda de
enzimas que contribuyen no solo al ciclaje del carbono y del fésforo sino que ademas
cuentan con un potencial para ser utilizado a nivel biotecnolégico.
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3.4.1 CICLO DEL FOSFORO

Después del Nitrogeno, el Fosforo es el segundo nutriente inorganico necesario para
las plantas y los microorganismos (19). En la agricultura el Fésforo es el segundo
fertiizante mineral esencial para la produccion del cultivo, comprendiendo
aproximadamente 0,2% de el peso seco de la planta (72). A diferencia del Carbono y
del Nitrégeno, el Fosforo no presenta un intercambio con el ambiente, la mayor parte
del Foésforo se deposita en las rocas y en el suelo y una vez en el mar se pierde
completamente. La forma absorbida del Foésforo por las plantas es el anion
ortofosfato, que en el pH de la gran mayoria de los suelos se encuentra en forma
mono (H2PO4) y Fésforo bibasico (H,PO4?), precipitandose con el Ca?*, Mg ?*, Al y el
Fe? en un pH neutro o alcalino, en un pH alto vuelve a resultar disponible. Sin
embargo, esto no beneficia a las plantas ya que la alcalinidad inhibe su crecimiento
(19).

Este ciclo implica la transformacién del Foésforo entre los depdsitos organicos e
inorganicos en donde los microorganismos juegan un papel primordial en la
solubilizacion, la inmovilizacion y la mineralizacion (19). Las bacterias que solubilizan
el fosforo representan un 10% de la poblacién microbiana del suelo (19). Se trata de
organismos de la rizosfera como Bacillus, Micrococcus, Mycobacterium,
Pseudomonas, entre otros y algunos hongos (19). Bioinoculantes representados por
es0s organismos son usados como alternativa verde como fertilizantes quimicos (10).

El Fésforo se encuentra en el suelo como Fésforo mineral insoluble o materia
organica y es liberado de compuestos organicos por procesos enzimaticos tales como
fosfatasas acidas o alcalinas y fitasas, mientras la produccion de acidos organicos,
como acido glucénico y el acido 2-cetoglucénico por microorganismos es el principal
mecanismo para solubilizar el Fosfato mineral, como es el caso de Fosfato tricalcio
(TCP) o hidroxiapatita (72) (10). Las bacterias que tienen la habilidad de disolver
Fosfato de calcio pobremente soluble, presentan un fenotipo conocido como
solubilizador de Fosfato mineral (Mps+). Este fenotipo ha tenido gran interés en la
microbiologia de agricultura y ecologia microbiana, debido a que pueden mejorar la
disponibilidad de Fosforo para el crecimiento tanto de las plantas como el crecimiento
microbiano (9). EIl fenotipo Mps+ ha sido asociado con la produccién de acidos
organicos y se demostro que el fenotipo Mps+ dado por Erwinia herbicola y
Pseudomonas cepacia es el resultado de la dilucién de Fosfato de calcio mediada por
acido gluconico (9).
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Los acidos organicos secretados pueden directamente disolver el Fosfato mineral
como un resultado de cambio aniénico o puede quelar iones Fe y Al asociados con el
Fosfato. Finalmente el Fosforo insoluble es convertido en iones solubles monobasicos
(HoPOy4) y bibasicos (HPO4?) (44).

El acido gluconico es producido en el espacio periplasmico por la via directa de
oxidacion. El primer paso de esta via es la oxidacion de la glucosa a acido gluconico
via glucosa deshidrogenasa unida a membrana (GDH; EC 1.1.99.17). Esta enzima
contiene 2,7,9, tricarboxil-1H-pirrolo [2,3-f-]-quinoline-4,5-diona (pirroloquinoline-
quinone PQQ) como grupo prostético, de tal manera que la holoenzima funcional es
una quinoproteina (9). Esta quinoproteina juega un importante papel en la regulacion
de procesos energéticos de muchas gram negativas incluyendo especies de
Pseudomonas (79). Ademas, controlan un unico paso en esta via metabdlica,
generando una fuerza motriz transmembranal de protones, via la oxidacion de
azucares aldosa (79).

Este fenotipo ha sido estudiado por Safura y colaboradores (1990), para ser la base
de un fertilizante de Fosfato para el crecimiento de cultivos o plantas. Ellos han
identificado genes Mps en bacterias gram negativas, en estudios en el cual el gen de
Mps+ ha sido expresado en Escherichia coli, teniendo en cuenta que esta cepa
presenta un fenotipo Mps- debido a que no sintetiza holo-GDH y es ademas incapaz
de iniciar la directa via de oxidacion (9), dentro de este estudio se plantea el siguiente
modelo. La bacteria presenta constitutivamente una apo-GDH que esta integrada
sobre la cara externa de la membrana citoplasmatica cuando el cofactor PQQ esta
presente en el medio, (PQQ es posiblemente absorbida de el medio como una
vitamina) (37), estos dos se unen para formar la holoenzima y realizar la via de
oxidacién de la glucosa (37). Por otro lado si genes para la sintesis de PQQ funcional
de otra bacteria son suplidos, la actividad GDH se muestra (37).

Estudios detallados han mostrado que el conjunto completo de genes que codifican
proteinas para la sintesis de PQQ esta entre el rango de 4 genes en Acinetobacter
calcoaceticus a 7 genes en Methylobacterium extorquens. Los 4 genes que son
requeridos para la sintesis de PQQ codifican un polipéptido de 24 aminoacidos (125).
Klebsiella pneumoniae y Pseudomonas fluorescens también contienen un polipéptido
similar que es requerido para la sintesis de PQQ, determinandose un motivo
conservado Glu, Val, Thr, X-Tyr, presente dentro de todas las bacterias que forman
este péptido, siendo la tirosina y glutamato (Figura 3), usados como sustratos para la
biosintesis de la PQQ por la enzima PQQ sintasa (125).
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Figura 3: Tirosina y glutamato como sustrato para la sintesis de PQQ (125).

Dentro de los estudios metagendémicos, se ha reportado la busqueda de actividad
fosfatasa y actividad fitasa dentro de librerias construidas en el vector plasmidico
pJOE930, a partir de muestras de suelo y compost, obteniendo 13 clones positivos de
31967 colonias, utilizando como sustrato 5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato (X-
phosphate, disodium salt, Applichem, Darmstadt, Alemania) (73). Sin embargo, no se
encontraron reportes a nivel de estudios metagendémicos de genes que codifiquen
para la sintesis de la PQQ cuya presencia es importante para que se lleve a cabo la
sintesis del acido gluconico.

3.4.2 ENZIMAS IMPORTANTES EN EL CICLAJE DEL CARBONO

La degradaciéon en el suelo de restos de plantas y animales es un proceso
fundamental, debido a que el Carbono es recirculado a la atmdésfera como Didxido de
Carbono (CO;). Los microorganismos liberan Carbono a la atmodsfera en forma de
CO,, pero cierta fraccion permanece unida a la materia organica del suelo y a otros
componentes microbianos. Aproximadamente 1,2% al 6,3% de la materia organica
en la mayoria de los suelos es de caracter lipidico y del 5% al 25% son carbohidratos
aportados principalmente por las plantas en forma de azucares simples provenientes
de la celulosa o hemicelulosa, compuestos que son degradados rapidamente por
bacterias, actinomicetos y hongos; de alli la importancia de buscar enzimas
secretadas por estos microorganismos que contribuyan al ciclaje del Carbono (124).
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3.4.21 PROTEASAS

Las proteasas son constituyentes esenciales de todas las formas de vida sobre la
tierra. Son enzimas proteoliticas las que cortan largas secuencias de amino acidos
en fragmentos peptidicos, un proceso que es esencial para la sintesis de todas las
proteinas, (116). Las proteasas microbianas han sido ampliamente estudiadas
debido no solo a su papel en el proceso metabdlico celular, sino también por su
interés a nivel industrial siendo utilizadas desde 1914 como aditivos para detergentes
(40).

Los microorganismos sintetizan diferentes proteasas, las cuales se pueden encontrar
intracelulares y extracelulares. Las proteasas intracelulares son importantes para
varios procesos metabdlicos y celulares (40). Mientras que las proteasas
extracelulares son importantes para la hidrélisis de proteinas en ambientes libres de
células permitiendo que la célula absorba y utilicé el producto hidrolitico (40), ademas
estas proteasas han sido explotadas a nivel comercial, para ayudar a la degradacion
de proteinas en varios procesos industriales (99).

Las proteasas son divididas en 2 grupos principales endopeptidasas y exopeptidasas,
dependiendo de su sitio de accion. Las exopeptidasas cortan las uniones de los
péptidos proximales a el amino (N-terminal) o carboxi (C- terminal) del sustrato, ellas
son clasificadas como amino y carboxilpeptidasas. Las primeras actuan en el N-
terminal de la cadena de polipéptidos y libera residuos de amino acidos unicos,
dipéptido o un tetrapéptido y estan presentes en bacterias y hongos. En general son
enzimas intracelulares pero hay reportes de una aminopeptidasa extracelular
producida por Aspergillus oryzae (99), mientras que las carboxipeptidasas actuan
sobre el C terminal de la cadena de el polipéptido liberando un unico aminoacido o un
dipéptido. Estas enzimas son divididas en 3 grupos: serina carboxipeptidasa,
metalocarboxipeptidasa y cisteina carboxipeptidasas; grupos basados sobre la
naturaleza de los residuos de amino 4cidos del sitio activo de la enzima (99).

Las endopeptidasas se caracterizan por su accion en las uniones peptidicas , en las
regiones internas de la cadena del polipéptido lejos de los extremos terminales (99),
estan divididas dentro de 4 subgrupos basados sobre su mecanismo catalitico en:
serina proteasa (EC.3.4.21), aspartico proteasas, (EC.3.4.23) cisteina proteasas
(EC.3.4.22) y metaloproteasas. (EC.3.4.24) (99). Sin embargo se han reportado dos
tipos de proteasas mas: glutamico y treonina proteasas (100), las cuales tienen
diferentes mecanismos de accion y procesos biolégicos (99).
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Las proteasas son empleadas en varios sectores industriales como empresas de
detergentes, comida, farmacéutica, cuero, diagndstico, manejo de basuras y
recuperacion de metales. Sin embargo, el gran interés en el mercado esta dado por
proteasas alcalinas activas y estables en un rango de pH alcalino (40). Dentro de los
estudios realizados para encontrar actividad proteolitica sobre tamizaje de librerias
metagenodmicas (73, 109) un tamizaje 100000 colonias de ADN de suelos alcalinos de
Heidelberg, Alemania construido en el vector plasmidico pUC18, sefial6 un clon
positivo, obtenido de Agar Leche; este inserto aparentemente alberga una
metaloproteasa de 30kDa (40). Otro estudio con muestras de sedimentos marinos
senalé que de 30.000 clones fosmidicos uno presenté actividad identificandose como
una Metalopeptidasa de 39 Daltons mostrando actividad optima de 50°C y un pH
optimo de 7 (74).

3.4.2.2 LIPASAS

Los lipidos constituyen una gran parte de la biomasa de la tierra y las enzimas
lipoliticas juegan un papel importante en la produccion de estos compuestos
insolubles en agua. Estas enzimas, estan Involucradas en el desglose y en la
movilizacion de lipidos dentro de la célula de organismos individuales, asi como en la
transferencia de lipidos de un organismo a otro (47).

Las lipasas son parte de la familia de las hidrolasas que actuan sobre uniones ester-
carboxilico. El papel de las lipasas es hidrolizar los triglicéridos en diglicéridos,
monoglicéridos, acidos grasos y glicerol (47). Basados sobre su secuencia de
aminodacidos y propiedades bioldgicas, las lipasas de origen procariota han sido
clasificadas en 8 diferentes familias (8) llamadas: verdaderas lipasas, GDSL, lipasa-
hormona sensitiva (HSL) y familias Ill, V-VIII (8). Las enzimas lipoliticas pueden ser
clasificadas en 3 principales grupos basados sobre la especificidad del sustrato:
lipasas (EC 3.1.1.3), esterasas/carboxilesterasas (EC 3.1.1.1.) y fosfolipasas (131).

Las lipasas (EC 3.1.1.3) pueden ser definidas como carboxilesterasas y esterasas
(EC 3.1.1.1.) las primeras, catalizan la hidrdlisis y sintesis de largas cadenas de
acilgliceroles con cadenas acyl extensas (=C10), teniendo como sustrato estandar
trioleoilglicerol, mientras que las esterasas, catalizan la hidrdlisis de ésteres de
glicerol con cadenas acyl cortas (<C10), con tributilglicerol (tributirin) como sustrato
estandar (97). Sin embargo, hay que aclarar que, aunque las lipasas tienen sus
sustratos, también son capaces de hidrolizar sustratos de cadenas cortas (102).
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Las lipasas de los procariotas comparten un grupo de amino acidos conservados,
incluyendo una serina en un pentapéptido Gly-X-Ser-X-Gly altamente conservado y
un residuo de aspartato o glutamato que es unido por enlaces hidrogeno a una
histidina para formar la triada catalitica (102).

Las enzimas lipoliticas son muy estudiadas debido a su potencial biotecnoldgico.
Ellas constituyen el mas importante grupo de biocatalizadores para aplicaciones
biotecnoldgicas y nuevas aplicaciones han sido establecidas con éxito usando lipasas
para la sintesis de biopolimeros y biodiesel la produccion de agroquimicos vy
compuestos para alimentos (47). Ademas son usadas comunmente en la produccion
de acidos grasos libres, sintesis de péptidos, e inter-esterificacion de aceites y
grasas, como catalizadores quirales para sintesis de quimicos finos o conversion
estereo-selectiva de una variedad de aminas y alcoholes primarios y secundarios
para la produccién de cosméticos y productos farmacéuticos (57). Estas enzimas son
también importantes en quimica organica debido a su capacidad de tolerar solventes
organicos (8). Dentro del estudio metagenémico se han descubierto nuevas enzimas
con caracteristicas lipoliticas (Tabla 3), las cuales por lo general, se caracterizan por
su baja identidad con las lipasas ya reportadas y presentan actividad en rangos de pH
y de temperatura variados por lo que se han estudiado para posibles aplicaciones
biotecnolégicas.

Tabla 3. Estudios metagenémicos para evaluar actividad lipolitica

TIPO DE TAMANO PROMEDIO CLONES
MUESTRA LUGAR VECTOR DEL INSERTO CLONES | posimivos | AUTOR
Ambientales de Africa y Fagemido Lambda
lagunas Egipto ZAP kb 100.000 1 (101)
Suelo Alemania pBluescript SK(1) 6.5 kb 73000 4 (49)
Suelo Corea Plasmids pEpiFOS-5 31000 7 (52)
. cosmid vector
Suelos y agua Alemania pWE15 35 kb 4100 7 (27)
Agua de pozo Delhi pUC19 3.8 kb 30.000 11 (97)
Agua termal Indonesia PCC1FOS fosmid 20 kb 2000 4 (102)
vector
Nueva bacteriophage
Rumen de vaca lambda ZAP 5.5kb 14000 11 (29)
Zelanda )
phagemid vector
Manantial Thailandia pZEr0-2 36000 2 (131)
caliente
Suelo Corea pCC1Fos 2.5Kb 60000 1 (67)
Suelo Corea pEpiFOS-5 35 kb 33700 6 (75)
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pUC119
Madison

Suelos Wi ) BAC 27 kb 3648 2 (109)
Isconsin

Desde el primer reporte de tamizajes para la deteccion de actividades lipoliticas en
librerias metagenomicas en el afio 2000, donde 13 publicaciones reportan un total de
76 clones positivos con actividad esterasa — lipasa. De estos 76 clones solo 11 han
sido sobre-expresados, purificados y sujetos a caracterizacion bioquimica detallada
(122).

3.4.2.3 AMILASAS

El almidon es el principal producto de almacenamiento de muchos cultivos de
importancia econdmica como el maiz, el trigo, el arroz, la papa y la yuca; consiste de
dos polimeros de glucosa: la amilosa la cual tiene exclusivamente enlaces a1-4 y
amilopectina la cual contiene, ademas, ramificaciones debidas a enlaces a1-6 (Figura
4) (89).

2 4 Fragmento de la molécula del almidén {amilopecting). En un
@ circulo el mondmero que lo constituye: la glucosa

Figura 4: Estructura del almidon
http://web.educastur.princast.es/proyectos/biogeo_ov/2BCH/B1_BIOQUIMICA/t13_GLUCIDOS/informacion.

Anteriormente, el estudio se centro en el uso de enzimas que convierten el almidon
en la produccion de hexosas (maltodextrina, glucosa y zumo de fructosa) (3). Cuatro
grupos de enzimas fueron identificadas y denominadas endoamilasas, exoamilasas,
transferasas (3).
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Dentro de la familia de las endo-amilasas se encuentran las a-Amilasas (a-1,4-
glucan-4-glucanohidrolasas EC 3.2.1.1), enzimas que contiene calcio y catalizan el
corte de uniones glicosidicas a-D-(1-4) al azar, presentes en la amilosa (Figura 5)
descomponiéndolos en maltotriosa y maltosa o en glucosa y dextrina desde la cadena
de amilopectina. Estas enzimas pueden ser encontradas en microorganismos,
plantas y eucariotas donde tienen un papel importante en el metabolismo de
carbohidratos (61). Otras enzimas como exoamilasas tales como [(-amilasa,
amiloglucosidasa, glucoamilasa y a- glucosidasa cortan los enlaces glicosidicos a-1,4
y el a-1,6, ayudando de igual manera a la hidrélisis del almidon (3).

Al Amilasa
O =0 CHarOH : CH=OH CH=OH
H T H M o gl H Oy M oK
o H H H | M H ;1 M >|
| P | L b
- [-!-zl:l Cadena de Almidin
oM O l CH =0
oM H L
T +- H M
HCx L= 2 OH
H
Unidad de Glucosa

Figura 5: Estructura del almidén y sitio de corte de la alfa-amilasa, la principal enzima utilizada en
procesos biotecnolégicos
http://www.virtual.unal.edu.co/cursos/ciencias/2000051/lecciones/cap02/imagenes/Anexo21 02.qgif

Tabla 4. Estudios realizados en librerias metagenomicas, identificando clones con actividad amilolitica

TAMANO
TIPO DE LUGAR VECTOR PROMEDIO CLONES CLONES REFERENCIA
MUESTRA DEL INSERTO TOTALES POSITIVOS
Rio Seoho Sur 3.5kb (147)
Suelo de Corea puUC19 30000 1
Varios No reporta Plasmido No 50000 3 (103)
especificado
Suelo No reporta COSMIDO 32.5kb 1532 5 (140)
pWE15
Sueloy Alemania pJOE930 21000 38 (73)
Compost
bacteriofago 5.5 kb (29)
Rumen de Nueva Zelanda lambda ZAP 14000 1
vaca fagemido
vector
Suelo Madison BAC 27 kb 3648 8 (109)
Wisconsin
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Las amilasas son enzimas de importancia en muchos campos de la industria,
especialmente en la industria de alimentos. Esto es debido a caracteristicas tales
como su modelo de accidn, especificidad de sustrato, optima temperatura y optimo
pH (147) (89). Las a-amilasas son usadas en procesos de liquefaccion que
convierten el almidon en fructosa y zumo de glucosa, utilizadas ademas para
reemplazar la costosa malta en la industria de bebidas , ademas son utilizadas para
mejorar la harina en la industria de horneado y como aditivo de detergentes (89).
Cuentan con gran importancia en la biotecnologia de hoy, ya que ellas pueden ser
utilizadas en la quimica semi-sintética para la formacion de oligosacaridos por
transglicosilacion (61). El espectro de aplicacion de las amilasas abarca de igual
manera el campo clinico y la industria (61).

Tradicionalmente, la hidrdlisis del almidon se lleva a cabo mediante la utilizacion de
acidos y alta temperatura, por la que la busqueda de enzimas amiloliticas de
microorganismos es tan importante, reemplazado la hidrdlisis acida en 75% de los
procesos hidroliticos, debido a sus grandes ventajas y su cuidado al medio ambiente
(61). La Tabla 4 sefala los estudios metagendmicos enfocados en la busqueda de
enzimas amiloliticas.

De las investigaciones reportadas en la Tabla anterior, del total de clones obtenidos
como positivos, solo 4 han sido purificadas y caracterizadas (103, 147).

3.4.24 CELULASAS

La celulosa es un polimero lineal de moléculas de glucosa unidas mediante enlaces
B-1,4, (Figura 5), es el componente estructural de las paredes celulares de las plantas
y es catalogada como el principal biopolimero de la naturaleza (81). Debido a su
abundancia la biodegradacién de la celulosa tiene gran impacto sobre el ciclo del
Carbono global y recuperacion de una fuente natural. Para su degradacion se
necesita un grupo de enzimas denominadas celulasas, que catalizan la hidrélisis de la
celulosa en azucar (62).

Las celulasas de hongos y de bacterias han sido clasificadas dentro de 3 tipos:
endoglucanasas (EC 3.2.1.4) exoglucanasas (EC3.2.1.91) y [-glucosidasas(EC
3.2.1.21) (41) (76).

Las endoglucanasas hidrolizan al azar uniones internas de los enlaces glicosidicos [3-
1,4, como resultado el polimero rapidamente disminuye su longitud y la concentracion
de el azucar reducido aumenta lentamente. Posteriormente las exoglucanasas
hidrolizan la celulosa por remover las unidades de celobiosa de el final no reducido de
celulosa (93), finalmente la celobiosa es convertida en glucosa por la B-glucosidasa.
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Figura 6: Estructura de la celulosa.
Tomado de http://www.geocities.com/CapeCanaveral/Launchpad/9071/Polissac.html

Las celulasas consisten de dos o mas dominios funcionales con una combinacion de
un dominio catalitico y un dominio de union a celulosa, conectado por una secuencia
con un arreglo comun. Los dominios cataliticos de glicosil hidrolasas estan
clasificados dentro de familias sobre la base de similitud de la secuencia de
aminoacidos. Las endoglucanasas producen largos celooligdbmeros y son agrupadas
dentro de 12 familias. Las celobiohidrolasas producen celobiosa y estan agrupadas
dentro de 5 familias, por otra parte, el dominio de unién a celulosa es un dominio no
catalitico que media la unién de la celulasa a la superficie de la celulosa insoluble,
estos dominios son también clasificados dentro de varias familias basadas en la
similitud en su secuencia de aminoacidos (92).

Las celulasas son requeridas en grandes cantidades debido a su aplicacion en
muchas industrias como en textiles, detergentes, comida para humanos , comida para
animales, biocombustibles, papel y pulpa, farmacéutica y manejo de desperdicios
(12).

Dentro de los estudios hechos para la busqueda de celulosa, el realizado por Voget y
colaboradores en 2006, en donde se obtuvieron 8 clones celuloliticos cuya actividad
fue establecida en un amplio rango de pH que va hasta un pH 9 y una temperatura de
hasta 40°C por 11 horas demostrando que, aunque los intereses estan puestos en la
busqueda de celulasas de microorganismos de ambientes extremos hay suficiente
evidencia que en ambientes no extremos donde hay una gran biodiversidad genética
se presenta un rango de celulasa las cuales son altamente estables y adecuadas
para la aplicacion industrial (141).

La Tabla 5 resume los diferentes estudios realizados para actividad celulolitica en
librerias metagendmica.
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Tabla 5. Investigaciones en el campo metagenémico que han permitido la busqueda de enzimas
celuloliticas.

CLONES
TIPO DE MUESTRA LUGAR VECTOR CLONES POSITIVOS AUTOR

Suelo Corea pSuperCosl vector 70.000 1 (65)
Intestino de conejo ND PWEB::TNC Cosmid 32.500 11 (28)

. Africa'y Fagemido Lambda
Ambientales de lagunas Egipto ZAP 110.000 4 (101)

Suelo, contenido de rumen de vaca, arboles . Fagemido
podridos, estiércol de elefante China Lambda ZAP 10000 5 (142)
N Bacteriofago
ueva
Rumen de vaca lambda ZAP 14000 7 (29)
Zelanda :
phagemid vector

ND: no hay dato

3.4.2.5 XILANASAS

El xilano es uno de los principales polisacaridos componentes de las paredes
celulares de las plantas y el segundo polisacarido mas abundante en la naturaleza
(16).

(a) . )
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endo-1.4-[3-xylanase oon =D-glucuronidase acetylxylan

l H(.'(.(éi\/ /csrurasc \
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/ )-

a-L-arabinofuranosidase

ce-avaf

CHA0H “HaO-prone ffer.

p-ecoumaric acid or
ferulic acid esterase

(b)

3-D-xvlosidase

Figura 7. a) estructura de xilano y los sitios donde actuan las enzimas xilanoliticas. El esqueleto del
sustrato estd compuesto de enlaces 1,4 B residuos xilosa. b) Hidrélisis de xilo-olisacarido por B-
xilosidasa. Tomado de : (16)

Constituye el principal componente de la hemicelulosa, el xilano (Figura 7) consiste
en un heteropolisacarido, el cual contiene grupos sustituyentes de acetil 4-O-metil-D-
glucoronosil y residuos de a-arabinofuranosil, unidos a un esqueleto de [B-1,4
xilopiranosil (58) usualmente con ramificaciones de a-1,3-enlaces L-arabinosa y a-
1,2-enlaces D-glucopiranosa (149).
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Debido a esta complejidad, para la completa degradacion, el xilano requiere la accidn
de varias enzimas hidroliticas, como las Xilanasas, B-xilosidasa ( 1,4-p-D-xilan
xilohidrolasa; EC 3.2.1.37), arabinofuranosidasa, glucuronidasa, acetilxilano esterasa,
acido ferulico esterasa y p-acido cumarico esterasa (16) Todas estas enzimas actuan
cooperativamente para convertir el xilano en su azucar constituyente.

Dentro de las Xilanasas que son glicosidasas (O-glicésido hidrolasas EC 3.2.1.x), la
enzima mas importante es la endo xilanasa (1,4-3-D-xilanasa, EC 3.2.1.8) que juegan
un papel en la completa endohidrolisis de enlaces 1,4-B-D-xilosidico en el xilano.
Ellas pueden hidrolizar las uniones glicosidicas (31,4 sobre 31,4 xilano para producir
arabinosa y xilosa. Siendo estas una fuente de carbdn primaria para el metabolismo
de las células y en la infeccion de las células de plantas por patéogenos de plantas
(16).

Otro tipo de enzimas (Figura 7) que también influyen en la degradacién del xilano son
la arabinofuranosidasa (EC3.2.1.55) que hidroliza las cadenas laterales de arabinosa,
mientras que las acetil xilan transferasas (EC.3.1.1.72) liberan grupos acetatos. La
glucoronidasa (E.C.3.2.1.139) remueve las cadenas laterales de acido glucorénico a
partir de unidades de xilosa. Las B-D-xilosidasas (E.C.3.2.1.37) son enzimas activas
sobre oligosacaridos cortos, llevando a cabo la hidrdlisis de los enlaces B-1,4-aril-
xilopirandsido produciendo xilosa (91).

En particular las endoxilanasas poseen una gran utilidad en el blanqueamiento de
pulpa y la industria de papel. Tradicionalmente, este proceso se realizaba en
multiples etapas, en donde se utiliza Cloro y en donde los productos alternos de estos
compuestos quimicos eran sustancias organicas cloradas, algunas toxicas,
mutagénicas y bioacumulativas (91). Por esta razén la busqueda de estas enzimas
dentro de investigaciones gendmicas como la metagendémica (Tabla 6), ayudan a
reducir el impacto ecoldgico de estos procesos. Las xilanasas también se ha utilizado
en comida animal, mejora la calidad de la harina de trigo, clarificacién de jugos y
vinos (58). Adicionalmente la produccion de alcohol de xilano catalizada por
endoxilanasas es altamente promisoria, especialmente enfocado a suplir las
necesidades de energia global (149).

Tabla 6: Estudios metagenémicos para la deteccion de Xilanasas.

TIPO DE CLONES
MUESTRA LUGAR VECTOR CLONES POSITIVOS AUTOR
Jiangxia, Wuhan,
Suelo China pHBM625 24000 1 (54)
Intestino de . pASK-IBA2
insecto Costa Rica PET101/D-TOPO 1000000 4 (14)
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4 HIPOTESIS

A través de un estudio metagendmico aplicado a un ecosistema modelo como los
suelos dedicados a la agricultura, en nuestro caso cultivos de Solanum phureja, con
manejo agricola contrastante, es posible encontrar genes que codifiquen para
proteinas funcionales con secuencias novedosas o variantes a las reportadas
actualmente, permitiendo una descripcion mas detallada que sea de utilidad en el
disefio de herramientas de diagndstico deteccion y seguimiento del potencial genético
y metabdlico en actividades claves para la optimizaciéon en el manejo del suelo y
mejoramiento de la produccion agricola.
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5 OBJETIVO GENERAL

Construir librerias metagenémicas a partir de suelos, de manejo agricola
contrastante, dedicados al cultivo de Solanum phureja y analizarlas mediante
tamizaje funcional para identificar y caracterizar enzimas relevantes en el ciclaje del
Carbono y el Fésforo.

51 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Aislar y purificar ADN metagenémico de alto peso molecular de suelos
dedicados al cultivo de papa criolla (Solanum phureja) con técnicas de manejo
agricola organico y tradicional

2. Construir librerias metagendmicas de insertos grandes dentro de vectores
fésmidos.
3. Evaluar la capacidad funcional de las librerias metagendmicas mediante

tamizajes funcionales de diferentes enzimas involucradas en el ciclaje del Carbono y
Foésforo.

4. Caracterizar las secuencias de ADN de los clones identificados con actividad
de interés en los tamizajes funcionales.

5. Definir la asociacion taxonémica de las secuencias presentes en los insertos
metagenomicos funcionales para inferir posibles relaciones con la composicién de la
comunidad microbiana que fue evaluada mediante marcadores filogenéticos en los
suelos de origen.

Pagina | 44



6 METODOLOGIA

6.1 SITIO DE MUESTREO:

A partir de un estudio previo de las diferentes zonas del altiplano cundiboyacense
dedicadas al cultivo de papa criolla (S. phureja), realizado por el Laboratorio de
Microbiologia Agricola de la Universidad Nacional de Colombia — Sede Bogota (MA-
UNAL), se identificaron varias fincas que utilizan técnicas de cultivo contrastantes: en
unas se utilizan biopesticidas y fertilizantes organicos y en otras se utilizan
fertilizantes y pesticidas quimicos para el manejo del cultivo. Para este estudio, se
seleccionaron las fincas conocidas como “San Isidro” y “Cascajal”, ubicadas en los
municipios del Rosal (4° 50° 60” Norte; 74° 16" 0” Oeste) y Subachoque,
Cundinamarca (4° 56’ 0” Norte; 74° 10’ 60” Oeste), cuyas practicas de cultivo se
basan en técnicas tradicionales, y las fincas “Montafia pura” y “Volcan”, ubicadas en
el municipio de Tausa, Cundinamarca (5° 12' 0" Norte; 73°; 52.60' 60" Oeste) que
cultivan papa criolla de manera organica certificada. Se tuvo también en cuenta que
los tanto los suelos tradicionales como los organicos escogidos para el muestreo
fueran lo mas similares posibles en sus caracteristicas fisico-quimicas.

Para la toma de muestras, el grupo de MA-UNAL trazé un mapa del terreno de cada
una de las fincas seleccionadas, al interior del cual se realizé un trazado en forma de
zig-zag. Se tomaron cinco muestras de cada uno de los puntos seleccionados en
dicho trazado, separados aproximadamente por veinticinco metros, teniendo en
cuenta evitar el efecto de borde. En la Tabla 7 se muestran los datos fisicoquimicos
del suelo del cual provienen las muestras. Estas fueron transportas en refrigeracion a
las instalaciones de la Corporacién Corpogen, en donde se almacenaron a -80°C,
hasta su analisis.
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Tabla 7. Analisis fisicoquimico de suelos correspondientes a las fincas organicas y tradicionales.

FECHA DEL TEXTURA | CONTENIDO
MUESTREO FINCAS MANEJO DEL DE pH | %C | P(™) | NT% | MO
DE SUELO SUELO | HUMEDAD %
2 de Abril San Isidro .- o N
2008 (Subachoque) Tradicional Franco 79.1% 56 | 14,5 1,7 1,08 28%
193%5’;3“0 Cascajal(Subachoque) | Tradicional | Franco 52% 551129 737 | 059 | 251%
16 octubre/ |\ ntafia pura (Tausa) | Organico | | 2ncO 49,5 571133 698 | 093 | 23%
08 Arenoso
3-
. . - Franco
septiembre / El Volcan (Tausa) Organico 62,3 6,0 | 9,74 49,8 0,62 17%
09 arenoso

6.2 CEPAS BACTERIANAS Y VECTORES DE CLONACION

Para la construccion de las librerias metagendmicas funcionales se empled la cepa
de plaqueo Eschericha coli EPI300™-T1g resistente al fago T1[F- mcrA A(mrr-
hsdRMS-mcrBC) ®80d/acZAM15 AlacX74 recA1 endA1 araD139 A (ara, leu) 7697
galU galK A- rosL nupG trfA tonA dhfr], (Copycontrol ™ Fosmid Library Production Kit
de EPICENTRE) como hospedero de ADN obtenido de los suelos. Esta cepa provee
un gen mutante frfA regulado por un promotor inducible y cuyo producto es requerido
para el inicio de la replicacion del vector utilizado para la clonacion.

El vector de clonacion utilizado es CopyControl pCC2FOS (Figura 8), el cual cuenta
con un origen oriV que genera un alto numero de copias, ademas de un origen de
replicacion para copias unicas (La iniciacion de la replicacion a partir de oriV requiere
el producto del gen trfA). Posee ademas un marcador de seleccion con resistencia a
cloranfenicol, una region para la conjugacion basada en el factor F de E. coli, sitios
cos para empaquetamiento en lambda, y una secuencia para anillaje del promotor de
la ARN polimerasa del bacteriofago T7 flanqueando un extremo de la region
codificante.

La seleccion de transformantes se llevd a cabo creciendo la cepa hospedera a 37°C
en medio Luria-Bertani (LB) con 12,5ug/ml de cloranfenicol.
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Figura 8: Mapa del vector de clonaciéon fosmido pCC2FOS, utilizado en la construccion de las librerias
metagendmicas de suelos de papa criolla (Solanum phureja)

6.3 EXTRACCION DE ADN DE ALTO PESO MOLECULAR DE SUELO

El suelo fue colectado de fincas dedicadas al cultivo de papa criolla (Solanum
phureja), de municipios de Subachoque y Tausa. Teniendo en cuenta que se
seleccionaron 4 suelos con caracteristicas fisico-quimicas similares y dos tipos de
practicas de manejo agricola contrastantes, los suelos provenientes de las fincas con
las mismas practicas de cultivo se unieron en una sola muestra para la extracciéon
para formar una mezcla tradicional uniendo San Isidro y Cascajal y una mezcla
organica uniendo Volcan y Montafia Pura. Se pesaron cuatro gramos (g) de suelo de
cada una de las fincas, obteniendo asi 8 g de suelo de fincas con cultivo organico y 8
g de suelo de fincas con cultivo tradicional.

La extraccion de ADN de los 8 g de suelo se realizé de acuerdo al protocolo del kit
UltraClean ™ Mega Soil DNA de Laboratorios (MO BIO, Inc. California USA),
modificado en nuestro laboratorio (Anexo1). Las particulas grandes como raices de
plantas, y piedras fueron removidas de las muestras de suelo, que luego fueron
suspendidas en 15ml de solucién Bead (solucién de amortiguacion para las perlas) la
cual dispersa las particulas de suelo y disuelve acidos humicos. Tras el proceso de
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extraccion expuesto en el Anexo 1, el ADN fue posteriormente concentrado en una
solucion de NaCl 5M y etanol al 100% y resuspendido en un volumen final 300ul de
solucién de elucion (solucion amortiguadora, Tris-EDTA (TE)).

Para seleccionar el tamafio de ADN apropiado para la construccion de la libreria y
eliminar contaminantes de bajo peso molecular, como compuestos fendlicos propios
del suelo que inhiben procesos moleculares, la muestra total de ADN metagenoémico
ambiental extraido de cada suelo se dejo correr en electroforesis de gel de agarosa
(NuSieve GTG Cambrix Bio Science Rockland, USA ) al 0,8% sin Bromuro de Etidio a
30 Voltios durante 16h. Una vez transcurrido el tiempo, se corté una pequia parte
del gel con muestra y se tifid en una solucion de Bromuro de Etidio para localizar el
ADN de alto peso. La regiéon que contiene el ADN con el tamaino deseado (entre
36000pb - 40000pb) fue cortada del resto del gel sin tefir. Posteriormente, el ADN de
cada muestra fue recuperado del gel utilizando el kit UltraClean GelSpin DNA
Extraction (Mo Bio) siguiendo las recomendaciones del proveedor. EI ADN fue
resuspendido en un volumen de TE adecuado, cuantificado por espectrofotometria
con Nanodrop (Thermo Scientific. Wilmington, Delaware, E.E.U.U. )y almacenado a
-20°C.

6.4 CONSTRUCCION DE LAS LIBRERIAS DE EXPRESION A PARTIR DEL ADN
METAGENOMICO

Para realizar la construccion de la libreria metagenémica, de muestras de suelos de
cultivos de papa criolla (S. phureja), se utilizo el kit CopyControl Fosmid Library
Production (Epicentre), siguiendo las indicaciones dadas por el proveedor. Como
primera medida, el ADN de alto peso molecular recuperado por el protocolo
anteriormente mencionado es tratatado con la mezcla enzimatica End-Repair (T4
DNA Polymerase y T4 Polynucleotide Kinase) que genera extremos romos en el
extremo 3’ y fosforila el extremo 5 de la cadena de ADN: se requiere de
aproximadamente 0,5 pg/ul de ADN por reaccion. Se incuba esta mezcla por 45
minutos (min) a temperatura ambiente y posteriormente a 70°C por 10min para
inactivar las enzimas. El ADN fue purificado de la mezcla anterior por medio del kit
UltraClean GelSpin ADN extraction de laboratorios MO BIO, basados en el protocolo
de limpieza para ADN de una reaccion (Anexo 2).

La mezcla de ligacion del ADN metagendémico al vector fosmidico de clonacion se

realizd conservando la relacion molar 10:1 del vector pCC2FOS al del inserto de
ADN, en donde 0,5 pg representan 0,09 pmoles de vector y 0,25 pg de ADN
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metagenomico, de un tamano aproximado de 40kb, representan 0,009 pmoles de
inserto. Esta reaccion se dejo por 2 horas a temperatura ambiente y luego la enzima
fue inactivada a 70°C por 10min.

La transformacion de las células hospederas de E.coli EPI300 con el bacteriéfago
Lambda se realizé teniendo en cuenta las recomendaciones del proveedor del kit
CopyControl Fosmid Library Production.

25l de extractos de empaquetamiento que vienen en el kit se agregaron a 10ul de la
reaccion de ligacion vector-DNA metagendmico, y se mantuvo la reaccion por 2 horas
a 30°C. Transcurrido este tiempo, 254l restantes de la solucion de extractos fueron
adicionados para completar la reaccion de empaquetamiento del fago lambda vy la
mezcla fue incubada 2 h a 30°C. Posteriormente se adiciond a esta mezcla Buffer de
dilucion (10Mm Tris-HCI (pH 8.3), 100mM NaCl, 10mM MgCl;) a un volumen final de
1ml, adicionando suavemente 25ul de cloroformo con agitaciéon circular, donde se
observa un precipitado viscoso y luego fue almacenado a 4°C por 20min.

Se inocul6 una colonia de EPI 300 en cinco mililitros de medio Luria Bertani (LB)
suplementado con MgSO410Mm y 0,2% de maltosa y se dejo crecer durante 16h a
37°C. Este preindculo se mezclé con 50ml de medio fresco y se incubd a 37°C hasta
alcanzar una DOg0:0,8-1,0. Una vez las células alcanzaron la densidad adecuada se
tomaron 10ml del cultivo y se les agregd toda la reaccidon de empaquetamiendo: se
incubd a 37°C por 20min, y luego, se dejé la mezcla en rotaciéon en un horno de
hibridacién por 1 hora a 37°C con agitacion suave. Transcurrido este tiempo, se
centrifugaron las células a 3000 rpm, se extrajeron 6ml del sobrenadante y con los 4
ml restantes se resuspendié el pellet celular. Esta suspension de células fue
plagueada sobre cajas Q-trays (Genetix, Christchurch, Massachussets.EE.UU.) con
250ml de medio Luria- Bertani (LB) mas cloranfenicol 12,5ug/ml e incubadas a 37°C
para su crecimiento. (Todas las modificaciones hechas al protocolo original,
planteadas por nuestro grupo de investigacién, estan senaladas en el Anexo3).

6.5 ALMACENAMIENTO DE LOS CLONES

Luego de plaquear las células transformadas, en las cajas Q-trays, se procedid a
repicar uno a uno los clones obtenidos. Para esto, se utilizo el sistema automatizado
propiedad del Consorcio GeBiX (Gendmica y Bioinformaticade Ambientes Extremos)
QPix2xt (Genetix, Evanston, IL), equipo que utiliza una cabeza de repicado
automatica. Esta maquica pica las colonias y las almacena en cajas de 96 o 384
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pozos con medio LB fresco mas cloranfenicol 12,5 ug/ml. Para la recuperacion de las
colonias que no fueron tomadas por el robot QPix2xt, se utilizé el repique manual de
los clones.

De las librerias obtenidas, se generaron 3 copias, que fueron crecidas 16 horas a
37°C. dos de las copias se almacenaron como cajas madre a -80°C en Luria-Bertani
fresco mas cloranfenicol 12,5 pg/ml mas glicerol al 20%, y la otra copia de cada
libreria se utilizé para los tamizajes funcionales (Figura 9).
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Figura 9. Esquema de almacenamiento de las librerias desde la bandeja Q-trays por QPix2xt (Genetix),
hasta las placas de 96 y 384 pozos con LB mas 12,5ug/ml de cloranfenicol suplementado con glicerol al
20%

6.6 MEDIOS UTILIZADOS PARA LA EVALUACION DE LA ACTIVIDAD
ENZIMATICA DE LAS LIBRERIAS

Para evaluar las caracteristicas enzimaticas de los clones presentes en cada una de
las librerias construidas, se realizaron tamizajes sobre 250ml de los medios sodlidos,
suplementados con cloranfenicol 12.5 ug/ml y con el sustrato especifico para cada
actividad servidos en bandejas Q-frays. Para cada tamizaje, cada clon fue repicado
desde las cajas de 96 o 364 pozos con la ayuda de un replicador sobre las bandejas
Q-trays con el medio a evaluar. Las colonias fuerén incubadas de 3-5 dias a 37°C y
observadas diariamente para evaluar el fenotipo. Para la deteccion de amilasas se
siguid el protocolo propuesto por Yun y colaboradores en el 2004 (147), con una
modificacion realizada en nuestro laboratorio que consiste en formular el medio con
una concentracion de 1/10 de la formulacion original Luria — Bertani (LB) para generar
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un tipo de stress y asi fomentar a la utilizacion del sustrato como fuente nutricional.
Adicionalmente este medio se suplementd con 12.5 ug/ml de cloranfenicol y 2 %
almidon soluble (Panreac Quimica Sau Barcelona Espafia). Para determinar la
presencia de halos claros luminosos alrededor de las colonias que metabolicen el
almidon se utilizé solucion Yodo de Gram (0.203g I2 y 5.2g Kl en 100 ml de solucion
acuosa) y se observaron los halos gracias al transiluminador.

Para deteccion de la actividad xilanasa se emple6é el medio descrito por Jalal y
colaboradores, 2009 modificado (58) el cual consiste en Agar LB 1/10 con 0,05%de
Xylan from Beechwood (Sigma San Louis Missouri, EE.UU. ) mas 12,5ug/ml de
cloranfenicol. Las cajas fueron tefidas con rojo congo al 1% por 30min y destefidas
posteriormente con 3 lavados de NaCl 1M, seguido de NaOH (0,1N). La formacion
de zonas claras alrededor de las colonias es tomado como actividad xilanasa positiva.

Para detectar lipasas el medio fue basado en el usado por Wei y colaboradores, 2009
(144) y proteasas Rondon y colaboradores, 2000 (109). La libreria fue replicada sobre
bandejas Q-frays que contienen agar LB 1/10 + cloranfenicol 12.5 ug/ml,
suplementada con 1% de Gliceril Tributirato (Aldrich) o 0,8% de leche en polvo
descremada comercial (marca comercial KLIM), respectivamente, e incubadas de 3-5
dias a 37°C, para verificar la presencia de un halo claro sobre el medio como
indicativo de la presencia del fenotipo de interés.

Tabla 8. Lista de reactivos para la preparacion del medio de cultivo CMC

CONCENTRACION REACTIVO

0,2% NaNOs

0,1% K2HPOs.,

0,05% MgSOs,

0,05% KCl,

0,1% Carboximetilcelulosa (CMC) sal sodio,
0,1% K2HPO4

0,02% Peptona

1,7% Agar.
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La actividad de celulasa fue detectada con base en el protocolo de Kasana y
colaboradores, 2008 (62) que consiste en agar Carboximetil celulosa (Sigma) (Tabla
8 ), suplementado 12,5 pg/ml de cloranfenicol. Después de 3 dias de crecimiento, el
fenotipo fue detectado usando Yodo de Gram (2,0g Kly 1.0 g de I, en 300ml de agua
destilada por 3 a 5 minutos), para detectar la presencia de halo.

Por ultimo para observar la actividad solubilizadora de Fosforo favorecida por la

presencia de acido gluconico se siguié el protocolo de Mehta y Nautiyal, 2001 (85)
cuyos componentes para el medio son mostrados en la Tabla 9.

Tabla 9: Medio de cultivo para Solubilizadores de Fosfato

REACTIVO CANTIDAD POR LITRO
Glucosa 10g
Ca3(POs4)2 5g
MgSO, .7H,0 0,259
KCl 0,29
(NH4)2504 0,1g
MgCl2.6H20 59
Azul de bromofenol 0,025¢g
Cloranfenicol 12,5ug/ml

La actividad solubilizadora de Fosfato fue monitoreada entre 1-3 dias, para verificar
crecimiento de la colonia sobre el medio, indicativo de la utilizacion del Fésforo por su
solubilizacion.
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6.7 INDUCCION DEL NUMERO DE COPIAS DE CLONES POSITIVOS

Para inducir un alto numero de copias de los clones identificados con la caracteristica
deseada y con el fin de obtener alta produccion de ADN fosmidico para fines de
secuenciacion, se empled el protocolo establecido en kit CopyControl Fosmid Library
Production kit.

Brevemente, se realizo un precultivo inoculando 5ml de medio Luria-Bertani (LB)
suplementado con 12,5 pg/ml de cloranfenicol, con 50 ul de el clon deseado; se
incubo a 37°C por 16h en constante agitacién a 150 rpm, hasta alcanzar una DOggo:3.
Posteriormente, 500 pl del precultivo fue inoculado en 4.5 ml de medio LB fresco con
cloranfenicol a la concentracion habitual mas 5 ul de la Solucion de induccion 1000X
CopyControl para un volumen final de 5ml. Esta reaccion fue llevada a cabo en tubos
de vidrio de 15ml, para permitir una buena aireacion y fue agitada vigorosamente
(hasta 200rpm) por 5 horas a 37°C. Transcurrido este tiempo las células fueron
transferidas a tubos de 2ml, centrifugadas a maxima velocidad y el pellet almacenado
a -20°C para posterior extraccion del ADN féosmido.

6.8 EXTRACCION DEL ADN FOSMIDICO DE GRAN TAMANO

Para aislar el ADN fosmidico se siguié el protocolo de FosmidMAX™ ADN Purification
Kit (Epicentre- Cat.No. FMAX046) con modificaciones menores como se describe en
el Anexo 4.

6.9 SECUENCIACION Y CARACTERIZACION FUNCIONAL Y TAXONOMICA DE
CLONES

El ADN fosmidico, de los clones que presentaron alguna de las actividades
funcionales descritas anteriormente, fue secuenciado mediante la aplicacion de dos
de las técnicas mas utilizadas en el campo de la metagenomica.

Por un lado, cuarenta diferentes ADN fosmidicos fueron agrupados en una sola
muestra, cada fésmido a una concentracion de 500"/, para completar un volumen
final de 100 pL. Esta mezcla fue secuenciada por pirosecuenciacion 454 Titanium
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(Roche Life Science, Branford, Connecticut, E.E.U.U.), realizada por la empresa
EnGenCore, (University of South Carolina) en 1/4 de placa de pirosecuenciacion. La
muestra enviada presentd una concentracion final 23,81 ug en volumen final de 100
WL.

Paralelamente, se secuenciaron, por el método Sanger (114), los extremos de ADN
metagenomico (inserto) de cada fésmido de manera individual (End Sequencing)
utilizando iniciadores disefiados sobre la region del vector de clonacion pCC2FOS
que flanquea el inserto (iniciador forward (5 GTACAACGACACCTAGAC?3’) e iniciador
reverse (5’ CAGGAAACAGCCTAGGAA 3’). Cada producto de secuenciacon tiene un
tamano de aproximadamente 1000 pb.

El objetivo de implementar esta nueva metodologia concebida en nuestro laboratorio,
radica en el hecho que la pirosecuenciacién de todo el conjunto de ADN fosmidico
proveniente de muchos clones, permitiria el ensamblaje de la secuencia completa de
los insertos (aproximadamente 36000 a 40000 pb cada uno), pues se tendria una
cobertura tedrica por secuencia (26x), para que luego sean identificarlos de manera
individual con las etiquetas (fags) generadas por end sequencing. Los costos de este
procedimiento se reducen ampliamente con respeto a la secuenciaciéon completa de
fésmidos, como Shotgun Sequencing, que permiten secuenciar ADN fosmidico con
baja cobertura y a elevados costos (aproximadamente US 2600 por clon datos a
febrero del 2010 ofrecidos por una compaiiia de secuenciacion reconocida).

Es de gran importancia resaltar que esta es una metodologia completamente
experimental y novedosa ya que para nuestro conocimiento es la primera que se ha
implementado para la caracterizacion gendémica de muchos fésmidos
simultaneamente en estudios metagenoémicos.

Una vez obtenidas las lecturas de secuenciacion tradicional (método de Sanger), se
procedié a realizar la verificacion de la calidad de las mismas utilizando el programa
CodonCodeAligner 3.5.2 y luego se seleccionaron las secuencias que no tuvieran
posibles contaminantes, realizando una comparacién de dichas secuencias con la
secuencia del vector de clonacion (GenBank: EU140752.1) mediante MegaBLAST (4)
y por el programa Vecscreen que se encuentra disponible en la pagina del NCBI (
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/VecScreen/VecScreen.html). Luego de esta seleccion se
escogieron las secuencias que servirian como etiquetas para la identificacion de cada
uno de los ensamblajes de los fésmidos construidos con los fragmentos generados
por pirosecuenciacion.

Las lecturas obtenidas por pirosecuenciacion se filtraron para eliminar secuencias
contaminantes tanto de la cepa hospedera EPI300 como del vector de clonacion,
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teniendo en cuenta las relaciones de algunos parametros como el Score, Valor-e (E-
value) y porcentaje de identidad del alineamiento. Se procedi6 luego a realizar los
ensamblajes utilizando tres programas que aceptan lecturas provenientes del sistema
454: GS De novo Assembler (Roche Newbler, Branford, CT, E.E.U.U., versién 2.3);
CLC Genomics Workbench (CLC Bio, Aarhus, Dinamarca, version 3.7.1) y Celera
Assembler (88). Una vez ensambladas las lecturas de pirosecuenciacion se procedid
a identificar los contigs formados, utilizando las etiquetas generadas por las
secuencias obtenidas por Sanger.

Para tener una vision global de la diversidad microbiana que presentan las
secuencias metagendmicas obtenidas y la posible presencia de genes ribosomales
en las mismas, con estos contigs se realizé un alineamiento local con la herramienta
BLAST (Basic Local Alignment Sequence tool) (3) del NCBI con parametros
MegaBLAST (tamafo de palabra (W)28, Valor-e (-e)10, costo de mismatches (-q)-2,
costo del match(-r)1) buscando identificar su posible asociacion taxonémica con
secuencias de microorganismos conocidos y secuencias reportadas en las bases de
datos de nucledétidos no redundantes del NCBI ( base de datos nr/nt a 4 marzo 2010)
y de origen ribosomal del Ribosomal Database Project, con taxonomia Nomenclatural
y taxonomia del NCBI (base de datos de secuencias ribosomales del RDP al 8 de
marzo del 2010).

Los resultados de estos alineamientos se utilizaron para generar una clasificaciéon
taxondmica usando MEGAN (55) y MG-RAST, herramientas bioinformaticas
especificamente disefiadas para la clasificacion taxonémica de secuencias (86). El
resultado de esta clasificacion fue comparado con resultados de pirosecuenciacion
obtenidos de un estudio paralelo desarrollado en nuestro laboratorio, donde utilizando
la misma muestra, se evalu6 la composicion y diversidad microbiana mediante el
analisis de amplicones de las region hipervariable V5-V6 del gen ribosomal 16s.

Para caracterizar gendmicamente cada fésmido, se implementaron, en nuestro flujo
de trabajo, herramientas bioinformaticas que permitieran predecir la funcidén de estas
secuencias desconocidas como genes, operones y/o proteinas reportadas en la base
de datos NCBI, mediante alineamientos locales con diferentes modalidades (
BLASTn, BLASTp, BLASTXx) de la herramienta BLAST (4), de igual manera se usaron
las bases de datos UNIPROT (http://www.uniprot.org/help/uniprotkb), SWISS PROT
(http://www.expasy.ch/sprot/) entre otras.

Tambien se buscaron Marcos Abiertos de Lectura (ORF por sus siglas en ingles)
dentro de las secuencias ensambladas utilizando Orphelia (51) y GeneMark.hmm
(80), Glimmer (24). Adicionalmente, se recurri6 a bases de datos de familias de
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proteinas como Pfam (30) para identificar dentro de nuestra secuencias posibles
dominios de proteinas conocidas.

Para confirmar que los ensamblajes bioinformaticos realizados fueran reales y no
artefactos creados por los programas, y mas importante aun, que pertenecen al
fésmido identificado mediante las etiquetas descritas anteriormente, se disefaron
iniciadores a lo largo del contig para amplificar, mediante PCR, regiones de 500-700
pb seleccionadas tanto en las regiones del inicio, de la mitad y del final del contig,
teniendo en cuenta que esas regiones correspondieran a los sitios de
sobrelapamiento de gran cantidad de las lecturas metagendmicas obtenidas de la
pirosecuenciacion.

La mezcla de PCR para estas amplificaciones contenia 37,5 pl Mezcla de PCR 1x (
Corpogen) 0,4 uyM de cada iniciador y 1 pl del ADN en dilucion 1/200 para los
fésmidos y para EPI300 1/100 y agua esteril hasta completar los 70 yl. En el
programa utilizado denaturacion inicial fue de 96°C por 4min, 34 ciclos de
denaturacion a 95°C por 1min, temperatura de anillamiento 58°C por 1min, y la
extencion a 72°C por 1 minuto y finalmente extencion final de 7min a 72°C.

La metodologia utilizada para la secuenciacion e identificacion de los fésmidos se
representa de manera esquematica en la Figura 10 y el flujo de trabajo se muestra en
detalle en el anexo 8.

Muestra
ambiental

Microorganismos

F

ADN metagendmic
Secusnciacion tradicional

de los extremos de cada
fosmido individualmente

Mezcla equimalar = - -

de los 40 fésmides ot
P ORA vy by
pirosecusnciacion

-

Ensamble de
# lecturas 454 (CLC,
Celera, Newbler)

v
Limpieza & identificacion
Proceso de limpieza de - -
contaminantes (E coll y vector
de donacian) & identificacion e ————————
de los ensamblajes utiizando —_— —
a5 secuencias Sanger ——————————
¢ Analisis bicinformética
para caracterizacion
_ gendmica

Figura 10. Esquema metodolégico de la secuenciacion, ensamblaje y caracterizacion del ADN fosmidico
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7 RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 OBTENCION Y RECUPERACION DE ADN METAGENOMICO

En la busqueda de nuevos protocolos para garantizar una extraccion de ADN de peso
molecular adecuado y de buena calidad, se han planteado diversas metodologias que
utilizan tratamientos fisicos como lisis celular por medio de perlas o la sonicacion. Sin
embargo, estos tratamientos son demasiado bruscos para extraer ADN de alto peso
molecular ya que comprometen la integridad del tamafio del ADN, generando
fragmentos de 5 a 10kb (150). Este tamafo es poco viable para estudios que
requieren la creacion de librerias de ADN para analisis de metagendmica funcional y
de genética microbiana pues se corre el riesgo de hacer una estimacion errénea de la
diversidad microbiana del suelo (113). Ademas, estos tamanos limitarian la
probabilidad de una buena clonacidén o generarian quimeras, que alterarian el analisis
de las secuencia dado el tipo de vector que utilizamos para la generacion de las
librerias funcionales (78). Debido a esto, se han implementado metodologias
innovadoras en sistemas comerciales como el kit UltraClean Mega Soil DNA de
laboratorios MO-BIO.

Este kit comercial fue utilizado y posteriormente modificado en este trabajo para
extraer el ADN de suelos de las fincas organicas (muestra compuesta Volcan y
Montafa pura) y las fincas tradicionales (muestra compuesta San Isidro y Cascajal).
Este sistema se basa en la lisis de las células por medio del detergente Dodesil
Sulfato de Sodio (SDS), ademas del rompimiento mecanico tratamientos que han sido
ampliamente utilizado para la extraccion de ADN de cultivos puros, suelos y
sedimentos. Trevor y colaboradores (1992) encontraron que los protocolos basados
en lisis con SDS proveen un alto rendimiento en la extraccion de ADN, en
comparaciéon con otros métodos (134). Ademas, estudios comparativos realizados
por Zhou y colaboradores (1996) sefialan que la utilizacion de este tratamiento
permite obtener una mayor cantidad de ADN de un tamafo promedio de 26Kb
recuperando aproximadamente del 92 a 99% del ADN de bacterias agregadas al
suelo (150).

Teniendo en cuenta que uno de los objetivos propuestos en la investigacién es
obtener un ADN de mayor tamafio, se realizaron modificaciones puntuales y efectivas
al protocolo original del fabricante. Dentro de estas modificaciones se variaron
tiempos de incubacién: la muestra fue sometida a temperatura de 60-65°C para
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asegurar la lisis completa de los microorganismos presentes dentro de los suelos,
para de esta manera obtener una buena cantidad del ADN. Adicionalmente, fueron
omitidos o cambiados pasos en donde podria fragmentarse el ADN de alto peso
molecular, como es el caso de los pasos que involucran mezclar con Vortex. De esta
manera logramos obtener un ADN de un tamafo entre 36kb y 40kb (Figura 11 a-b),
para las extracciones de las dos muestras, con lo que se comprobd que el
procedimiento planteado no causa una fragmentacion severa del ADN. Los productos
de estas extracciones se pueden entonces utilizar para la clonacion mediada por el
bacteriéfago Lambda .

a)

C1 M C3 (oNesnico)
36Kb

Figura 11: Recuperacion de ADN metagenémico de suelos a) organicos y b) tradicionales en geles de
agarosa al 0,8% sin Bromuro de Etidio (C1: 1yl ADN control para la clonaciéon de lambda (36Kb), M: 5 pl de
muestra para determinar el tamafio y ubicacion de ADN metagenémico mediante la tincién con Bromuro
de Etidio). C3: Muestra total. Después de la electroforesis 16h a 30V los segmentos del gel con el ADN del
fago lambda y la muestra son cortados y tenidos. Basados en la tincién se procede a cortar la banda que
lleva el ADN del peso de interés (36 y 40Kb ) para su posterior purificacion desde el gel. Estos geles son
tenidos completamente después de la extraccion de la banda de interés para confirmar la eficiencias del
proceso.

Teniendo en cuenta las propiedades fisico-quimicas de los suelos de las fincas
seleccionadas, que muestran un alto contenido en materia organica (Tabla 7), es
importante tener en cuenta la eliminacién de acidos humicos y fulvicos presentes
dentro de las muestras, debido a que éstos pueden interfierir en la PCR (135), la
digestion con enzimas (95) y reducir la eficiencia de la clonacién y de la
transformacién (129). Con el objetivo de eliminar estos contaminantes, se corrieron
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las muestras de ADN sobre geles de agarosa de bajo punto de fusion al 1% con
polyvinylpolypyrrolidona (PVPP), método que ha sido reportado como apropiado para
eliminar este tipo de contaminantes. Sin embargo, aunque, se disminuyo
considerablemente este tipo de sustancias, el gel es muy inestable lo que dificulta su
manejo y puede llevar a perdida de muestra.

Otros métodos reportados para la purificacion de acidos humicos presentes en el
ADN (gradientes de centrifugacion, cromatografia de columnas Sephadex™) tampoco
han mostrado una buena eficiencia en la eliminacion de estos contaminantes,
ademas de ser laboriosas y de requerir mucho tiempo (45). En ensayos preliminares
en Corpogen, se utilizaron columnas de Sephadex para la eliminacion de
contaminantes en ADN metagendmico. Los resultados de estos ensayos mostraron
bajas tasas de recuperacion del ADN y una eliminaciéon de contaminantes limitada.

Dada la abundancia de acidos humicos vy fllivicos en los suelos, las muestras fueron
separadas por electroforesis en gel de agarosa al 0.8% sin Bromuro de Etidio, a bajo
voltaje (30V) durante 16 horas, para que los contaminantes también migraran y gran
parte de estos contaminantes de bajo peso molecular fueran separados del ADN de
alto peso molecular, como se explicd anteriormente. Posteriormente este ADN fue
extraido del gel de agarosa con el kit Ultra Clean GelSpin DNA Extraccion (MOBIO),
un método rapido que permite, purificar el ADN y recuperar tamafos entre 100pb y
50kb de geles de agarosa, garantizando una recuperacién entre el 80 al 100% de la
muestra. EI ADN fue luego eluido en un volumen de 40ul en la Solucion de elucién
(Tris-EDTA). La Figura 12 muestra las bandas obtenidas luego de pasar el ADN por
estas columnas: se observan unas bandas definidas de ADN no degradado de alto
peso molecular, sin acidos humicos de bajo peso, los cuales fluorescen con una
tonalidad azul bajo la luz UV.

Figura 12 : ADN de alto peso molecular en geles de 0,8% de agarasosa con Bromuro de Etidio (F: 1ul ADN
del fago lambda (36kb), Org: 1 pyl ADN Organico, Trad: 1ul ADN tradicional) después de purificarlo con
filtros de silica del kit comercial de purificacion de gel. Muestra corrida durante 120 minutos a 90V.

A pesar del paso por los filtros de membranas de silica provistas por el kit, el ADN de
las muestras de suelo, continué con una muy leve coloracién café. Las muestras
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fueron cuantificadas por espectrofotometria en Nanodrop para determinar su pureza:
los resultados obtenidos estan registrados en la Tabla 10.

Tabla 10: Datos de aislamiento y purificacion de ADN metagenémico de los dos tipos de suelos

TIPO DE SUELO Produccion de ADN ((ng/ul) | A260/A280 | A260/230
Suelo organico para libreria 1 15 1,86 NA
Suelo organico para la libreria 2 | 37,4 1,85 1,8
Suelo organico para la libreria 3 | 38,6 1,89 3
Suelo tradicional para libreria 1 271 1,88 2,0
Suelo tradicional para libreria 2 | 26,6 2,4 2,36

NA: no hay datos

Se considera que la muestra posee contenido insignificante de proteinas dada la
relacion A260/280 la cual tiene valores etre 1,8 a 2,0, lo que indica que el método
utilizado remueve bien este tipo de contaminantes. Ademas, al analizar la relacion
260/230 se obtienen valores entre 1,8 y 3 indicando una contaminacién baja por
compuestos érganicos como acidos humicos (46). Esto significa que el paso por los
filtros de silica del kit de MO BIO, permite recuperar un ADN con alta pureza sin
fragmentacion, permitiendo el desarrollo de pasos siguientes como es la clonacion.

Sin embargo, es de resaltar que en cada extraccion se presenté una variabilidad en
cuanto a la lisis de las células que se ve reflejada en las concentraciones de ADN
obtenidas, posiblemente debido a las diferentes caracteristicas fisicas de cada uno de
los suelos utilizados. Entre otras razones, las bacterias pueden estar formando
microagregados con el suelo dependiendo de su textura, haciendo mas dificil su
aislamiento. Como se reporta en la Tabla 7, los suelos pertenecientes a las fincas
tradicionales presentan una estructura tipo franco, mientras que las fincas organicas
poseen una estructura franco-arenosa. Estas caracteristicas generan la formacién de
diferentes tipos de agregados (macro y micro agregados) en donde se pueden
presentar estructuras un poco mas compactas donde las bacterias se situan en
microagregados en los cuales las condiciones son mas optimas para su
supervivencia, como en el caso de los suelos tradicionales. Esto hace que durante el
procesos de extraccion del ADN se dificulte el acceso a esta riqueza microbiana, lo
que se ve reflejado en la menor obtencion de ADN cuando se compara con las
concentraciones obtenidas en los suelos de origen organico (98). Asi mismo, la

Pagina | 60



variabilidad en las muestras puede provenir de la composicion de la comunidad
microbiana presente en cada suelo, ya que algunas comunidades estan compuestas
de archaeas, bacterias y protistas, que poseen una diversidad de paredes celulares
que hacen que varie su susceptibilidad a la lisis (63). Hay que tener en cuenta que, a
pesar de la similitud en el tipo de manejo del cultivo, cada muestra se comporta como
un microcosmos independiente lo que resulta en la obtencion de concentraciones y
purezas diferentes durante los procesos de extraccidn y purificacion del ADN
metagenomico. Finalmente, muchos microorganismos pueden estar en un estado de
inanicion siendo fisioldgicamente pequenos teniendo tasas de replicacion reducidas,
lo cual dificulta su lisis (113). Adicionalmente, desde la perspectiva técnica, es
coherente asumir que en la libreria organica 1, la primera en construirse, donde no se
tuvo la incubacion a una temperatura alta para ayudar a un mayor lisado de las
células, se presentara una de las mas bajas concentraciones de ADN, pues es
probable que una mayor cantidad de células que no fueran eficientemente lisadas.
Sin embargo estas concentraciones nos permitieron continuar con los siguientes
pasos.

7.2 CONSTRUCCION Y TAMIZAJE DE LAS LIBRERIAS METAGENOMICASDE
EXPRESION APARTIR DEL ADN METAGENOMICOS.

Las librerias de insertos grandes para estudios metagendmicoss del suelo han sido
generadas usando césmidos, Cromosomas Bacterianos Artificiales (BAC por sus
siglas en ingles) o fésmidos, debido a que permiten la busqueda de grupos de genes
u operones, de vias degradativas o biosinteticas, por el tamafo del inserto; ademas,
este tipo de librerias son utilizadas para el analisis del tamafio, complejidad y en
cierta medida la diversidad del metagenoma del suelo (113).

Como se mencioné anteriormente, la identificacion de nuevas enzimas por tamizaje
funcional depende de la expresién del gen o grupo de genes que permitan la
formacioén de una proteina activa en el hospedero heterologo (65). Para facilitar la
clonacion de los genes se utilizé el vector pCC2FOS (Epicentre) debido a que permite
controlar el numero de copias del elemento extracromosomal y permite clonar
fragmentos de ADN de gran tamafio conservando la estabilidad genémica del inserto
dentro de la célula hospedera, incrementando la posibilidad de tamizar un clon que
lleve una secuencia que corresponda al gen o genes completos, sin que dicha
secuencia sufra cambios genéticos que alteren su funcionalidad. También ofrece la
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posibilidad de inducir el numero de copias del clon de interés para generar una alta
produccion de este ADN, para sus usos en secuenciacion (20).

Una vez seleccionado el vector, se evaludé la eficiencia de los extractos de
empaquetamiento de fago Lambda MaxPlax ™, proporcionados por el Kkit
CopyControl, para tener una idea del rendimiento a obtener en el numero de células
transformadas.

Para evaluar la eficiencia de empaquetamiento se utiliza la férmula:
Eff = (# de placas)x (Factor de dilucion)x(1000ul/ml)/ (volumen de fago plaqueado pl).

Asi, siguiendo las especificaciones del proveedor, y utilizando ADN control lambda
ligado se observo que a las diferentes diluciones propuestas (102, 10*, 10°,10°) en
el protocolo se presentan placas de lisis luego de 16h a 37°C, disminuyendo
conforme aumentaba la dilucidon con un numero de 25 placas de lisis en la dilucién 10
® (Anexo 5). Reemplazando los valores en la formula, se obtuvo una eficiencia de
7x108 pfu/ul, indicando que se encuentra un orden de magnitud por debajo de lo
reportado por los fabricantes (1x109 pfu/ul del ADN control). Sin embargo, presenta
una eficiencia aceptable para la creacion de las librerias.

F.OR F. TRA

A 0R
RS A

Figura 13: Muestras de ADN de suelos de fincas organicas y tradicionales, después del tratamiento de
purificacion de ADN de una reaccién de Reparacion mediante el kit UltraClean TM GelSpin™ DNA
Extraction, de laboratorios MOBIO ( F: 1y, ADN control, F.OR: finca organica, F.TRA: finca tradicional, O:
muestra original, R: muestra remanente). Se observa la poca degradacion del ADN y la conservacion de la
concentracion y tamano de la muestra. Se corrieron 1l de la muestra en un gel de agarosa al 0,8% con
Bromuro de Etidio

Para la construccion de librerias generadas apartir de muestras organicas y
tradicionales, la reaccion de reparacion tuvo que ser escalada para poder completar
la cantidad de ADN requerida (0,5 pg/ul) por reaccién. Esta reaccion de reparacion es
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importante, ya que genera extremos romos en el extremo 3’ y fosforila el extremo
5°del ADN, necesarios para una correcta ligacion con el vector de clonacion. En
posteriores extracciones, el ADN luego de ser reparado, fue concentrado utilizando
centrifugacion al vacio en un miVac DNA Concentrator (GeneVac. Ipswich, Suffolk,
Reino Unido), pudiendo de esta manera tener la cantidad deseada de ADN
metagendémico requerido para la reaccion de ligacion (0.25 pg/ul) sin necesidad de
escalar. Una vez terminada la reaccion, las muestras fueron purificadas, eluyendo el
ADN en un volumen final de 30ul. Un microlitro de la muestra fue corrido a 30V por
16h, para evaluar el tamafo del ADN obtenido después de la reparacion, teniendo
como patron de peso el ADN control (36Kb). En las bandas obtenidas (Figura 13 ) se
observa que el ADN conserva su gran tamano molecular, lo cual indica que no sufrié
fragmentacién durante su paso por la columna de purificacidn y se recupera una
buena cantidad de la muestra: se obtuvieron concentraciones de 12,8 ng/ul de la
muestra de ADN de suelo organico y de 95 ng/ul del suelo tradicional; la relacion
260/280 es de 1,8 y 2,4 respectivamente. Con estas muestras se llevo a cabo la
ligacion.

Se realizaron algunos cambios en el protocolo de infeccién, debido a que continuos
ensayos para transformar las células hospederas EPI300™ utilizando las diferentes
diluciones propuestas en el kit, no generaron crecimiento de colonias en el medio.
Esta situacion nos llevd a pensar que debido al origen de la muestra (suelos
agricolas) y por todos los procesos que sufre el ADN, hasta dejarlo preparado para la
ligacion, esta en una concentracion limitante, lo que resulta en un bajo rendimiento en
el empaquetamiento. Por eso al hacer las diluciones respectivas y tratar de
transformar un volumen de 100ul de células, no se encontraba en una cantidad
acorde que permitiera la infeccion de esas células. Se tomé entonces la decision de
implementar la utilizacion de toda la reaccion de ligacion (1ml) en un volumen de 4ml
de células concentradas, para tener una mayor probabilidad de obtener células
transformadas. Con este cambio se obtuvieron, un total de 5568 clones después de
realizar 2 librerias con ADN de suelos tradicionales y 1728 clones fueron obtenidas
de 3 librerias de ADN de suelos organicos. Al observar los resultados obtenidos
desde la primera libreria construida (organica), se vido que al dejar la reaccion de
ligacién almacenada a -20°C por un corto periodo de tiempo se disminuia la calidad
de la clonacién en funcién del numero de clones generados, al momento de su
utilizacion, por lo que se decidié hacer cada libreria durante el proceso de la reaccion
de ligacioén. Sin

embargo, el numero de clones fue bajo en comparacion al rendimiento calculado para
el kit. Hay que tener en cuenta que el tipo de muestras trabajadas (suelo) difieren del
ADN puro, con el que se hacen estos calculos de eficiencia. Ademas, en nuestra
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muestra interfieren una serie de factores adicionales como su concentracion al
momento de ligarlo, su tamafo, o simplemente por efecto del contenido de GC
dentro de la secuencia del inserto.

El numero reducido de clones obtenido en la construccion de 3 librerias de suelos
organicos se puede explicar porque fue una de las primeras librerias construidas y no
se tuvieron en cuenta los cambios realizados al protocolo de extraccion de ADN y de
transformacion, mejoras que fueron implementadas en el laboratorio durante todo el
proceso experimental. En el segundo caso, los inconvenientes presentados en los
extractos de empaquetamiento, por cambios de temperatura disminuyeron su
eficiencia, ademas no hay que descartar otro tipo de contaminantes presentes en
este medio rico en materia organica que interfieren en la transformacion. En el caso
de la libreria tradicional, para las cuales fueron implementadas las mejoras en los
protocolos de extraccion y purificacion del ADN, se evidencia un numero
considerablemente mayor de clones que nos van a permitir su posterior analisis
dentro de los tamizajes. Al obtener fragmentos clonados de mayor tamafio como lo
menciona Gabor y colaboradores, 2004 (32), se necesitan menos clones para
recuperar genes funcionales. Se ha mencionado que las librerias de inserto pequefio
contienen un promedio de mas de 10 veces clones que las librerias de inserto largo
procedentes de una misma cantidad de DNA ambiental (23).

El tamizaje de las librerias metagendmicas para la busqueda de funciones de
relevancia, tanto para el ciclaje de nutrientes (Carbono, Fésforo), como para el uso
dentro del sector industrial, se basa en la identificaciéon de clones que expresan una
caracteristica deseada, ya que este método permite el descubrimiento de diversos
genes nuevos sin necesidad de conocer con anterioridad su secuencia (107).
Adicionalmente, es un método selectivo para genes de longitud completa y productos
de genes funcionales (111). Se han reportado que los genes de las enzimas de
interés tienen un tamafo entre 2 y 10kb; dado que nuestro inserto tiene un tamano
mayor o igual a 36Kb se puede inferir que este ADN es un buen candidato para portar
alguna de estas secuencias de interés. Sin embargo como lo sefiala la Tabla 11 se
muestra una baja obtencion de clones positivos.
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Tabla 11. Actividades funcionales encontradas dentro de las librerias metagenémicas por tamizaje
funcional.

N°. DE N° DE .
ACTIVIDAD DE LA COLONIAS CLONES LIBRERIA DESIGNACION

ENZIMA EVALUADAS | POSITIVOS DEL CLON

AMILASAS 7296 0

XILANASAS 7296 0

2tB15

2tH9
PROTEASAS 7296 3 Tradicional

13tE15

6tB5

3gE3
4gF5
4gF6
49G3
49G8
8gA11
8gA12
8tD1
8tF4
CELULASAS 7296 20 9tK5
9tJ19
9tA9
9ES
12tC12
12t115
12tJ15
12t020
15tK20
6tH2
3tD5

Organico

Tradicional

LIPASAS 7296 0

69E3

SOLUBILIZADORES 12gF2
7296 14 Organico | 14gF2
DE FOSFORO 15gE5

79C12
9gH11
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7gA1
10gE12
10gG12
13gF8
11gB11
149B6
149G2
15gH6

El numero de clones positivos obtenidos en este estudio fue alto para algunas
actividades en comparacion con lo reportado en estudios metagendmicos previos en
donde, por ejemplo, en tamizajes sobre Agar Tributirin se obtiene 3 clones positivos
de 286000 colonias evaluadas (49) y para amiloliticos 1 entre 30000 evaluados (147);
otros estudios utilizando fésmido o cosmidos como sistema de expresion obtienen
resultados de 2 clones lipoliticos en 3648 (109), 1 clon amilolitico entre 532 (140) 6
entre 33700 para actividad lipolitica (75).

Sin embargo hay estudios en donde se han reportado tamizajes de 21000 clones, y
se encontraron 14 con actividad lipolitica, 13 clones con actividad fosfatasa de 31967
y 38 que expresan actividad amilasa. Este alto numero de clones fue atribuido a la
utilizacion de vectores plasmidicos, como en este caso el pJOE930, que tiene 2 sitios
inducibles de promotores /ac convergentes sobre ambos lados del sitio de clonacion,
que permiten la expresion del gen independientemente del promotor que lleve el
inserto y de manera independiente a la orientacion (73). En este contexto estos
autores recomiendan la utilizaciéon de plasmidos con promotores bidireccionales pero
solo para fragmentos pequefios. De esta forma seria posible pensar que el gen
presente en el inserto fuera leido por su promotor de manera unidireccional, y genes
que estén en el otro sentido y que no cuenten con un promotor que regule su
expresion se pierdan, de alli la importancia de escoger un buen vector de expresion.

El mayor numero de clones con actividad en este trabajo se presentd en los suelos
con manejo organico (21 clones positivo); sin embargo, el poder dar una conclusion
de que suelo es mas rico a nivel funcional, basandonos solamente en la expresion de
sus secuencias puede ser apresurado, debido a que como se menciond
anteriormente una de las desventajas de utilizar el analisis por funcién es la
intervencidon de factores externos independientes a la informacion genética presente
en cada secuencia.

Dentro de los factores que influyen en la expresion de genes presentes en la
secuencia de ADN metagendmicos esta, como primera medida, limitacién de la
expresion de genes heterdlogos en el hospedero, se puede pensar que las
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secuencias de ADN que actuan en cis (promotor para la transcripcion y sitio de union
al ribosoma), deben estar disponibles para la maquinaria de expresion de la célula
hospedera. Sin embargo es dificil predecir si factores frans que necesitan ser
provistos por el hospedero, tales como factores de transcripcion especiales,
inductores, chaperonas, cofactores, enzimas que modifican proteinas o maquinaria
apropiada para la secrecion, estan presentes o no en la célula hospedera (32, 121).
También se ha reportado que, incluso cuando un gen es expresado, el nivel de
expresion puede ser tan bajo que no puede ser detectado usando un tamizaje
funcional tradicional, por lo que se ha trabajado en el desarrollo de un transposon el
cual es capaz de inducir expresion sobre promotores T7 en ambas direcciones (77),
usado para mejorar la expresién de genes e incrementar la probabilidad de encontrar
enzimas funcionales basados en tamizajes de metagenomas.

Un mal plegamiento de la proteina deseada o una insercién dentro de la proteina
recombinante metagendmica y la diferencia en la utilizacion de los codones de la
cepa hospedera pueden ser otras posibles razones para la no expresiéon de la
proteina o una baja expresion que conlleva a una baja actividad (118, 126).

Ademas también se debe tener en cuenta las fusiones que se dan entre el vector y el
inserto, ya que si el segundo dentro de su secuencia no lleva un promotor y un sitio
de union al ribosoma (RBS por sus siglas en ingles) o al menos el sitio de unién al
ribosoma, el descubrimiento de un gen microbiano desprovisto de sefiales de
expresion que son reconocidas por el hospedero es bajo. Por otro lado, cuando el
inserto aporta el sitio de unién al ribosoma se requiere solo que el gen de interés sea
clonado en la orientacion correcta y no estar separado del promotor localizado en el
vector, por una secuencia de terminacion transcripcional (32). En lo que se refiere al
hecho de trabajar con insertos grandes Gabor et al., 2004 menciona que en insertos
mayores de 15kb, cabe la posibilidad que en su secuencia hayan terminadores de la
transcripcion que pueden interferir con la formacion de un transcrito completo cabe
aclarar que esto influiria en la expresion de genes que caen dentro de la categoria
TRANSC, los cuales dependen para su expresion del vector, pero esto solo seria
comprobado con un analisis de las secuencias de cada clon que no expreso actividad
y resultaria en un trabajo muy dispendioso y costoso (32).

Gabor y colaboradores en el 2004, menciona que para recuperar genes que estan
dentro de una categoria que llaman TRANSC (fusidn transcripcional) en donde el
inserto proporciona el sitio de union al ribosoma pero depende del promotor del
vector, es necesario construir un gran banco de genes con un inserto pequefio al
contrario de la categoria IND(Independiente) en donde el gen posee el promotor y el
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sitio de unidén al ribosoma, ademas resalta que para la ultima categoria DEP
(Dependiente), en donde el gen no posee ni RBS, ni promotor, esta expresion de
genes debe ser tomada virtualmente inaccesible por clonacién de expresion al azar
(32). Un estudio hecho por el mismo autor utilizando el programa GeneClassifier y
comparando 32 secuencias de genomas completos de bacterias presentes en el
suelo, muestra que los Firmicutes tienen una larga fraccidon de genes de expresion
independiente, o que concuerda con los datos obtenidos en la libreria hecha por
Handelsman y colaboradores en 1998 quien encontr6 que mas del 50% de las
caracteristicas que ellos probaron de Bacillus cereus se podian expresar en E. coll,
estableciendo también que un contenido alto en la relacion GC, también influye en la
expresion en este hospedero (32).

Viendo todos los posibles factores que alteran la expresién, se plantearia que si seria
indicado hacer primero un estudio de las secuencias del ADN metagendmico, para
que con esta informacion se seleccione el vector y el hospedero mas adecuado, que
sea compatible con la secuencia de ADN y nos permita tener mejores resultados
dentro de los tamizajes, teniendo en cuenta que para el desarrollo de esta tecnologia
se parte de un desconocimiento previo de toda esa informacion. Sin embargo, a la
fecha son pocos los sistemas heterologos implementados y su posibilidad de escalar
el proceso de clonacion y tamizaje a alta densidad es poco viable.

Teniendo limitaciones que se han visto en los diferentes trabajos donde, E. coli es el
hospedero heterdlogo, se plantea, utilizar sistemas hospederos con diferente
capacidad de expresion, como la utilizacién de S. lividans, Pseudomonas putida, que
conllevaria a ampliar el espectro y frecuencia de encontrar actividades recuperadas
de la clonacién del metagenoma (84). Sin embargo, este tipo de metodologias no se
separan de la utilizacion de E. coli debido a los pasos donde se requiere la
conjugacion y el proceso para clonar insertos de tamarfo grande se vuelve un proceso
aun mas dispendioso.

Otros aspectos a considerar en la baja obtencion de clones activos es la fuente de la
muestra ambiental, la composicion de la comunidad microbiana nativa y su
comportamiento durante procesos de lisis celular, la eficiencia en la ligacién vy
transformacion, o en la sensibilidad de los métodos de tamizaje (73), aspectos
técnicos que fueron considerados durante todo el desarrollo del estudio. Con respecto
al estudio fisico quimico de los suelos se evidencié un porcentaje similar de materia
organica en suelos con manejo tradicional en comparacion a aquellos que provienen
de fincas con manejo organico (Tabla 7). Comparando estos datos con los datos del
estudio realizado por Araujo y colaboradores (2009), en el cual se compara manejo
organico y tradicional y se evidencia una mayor cantidad de biomasa microbiana y
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una tasa de respiracién mas elevada en los primeros lo que indican una alta actividad
metabolica de microorganismos heterotréficos en la descomposicion de residuos
organicos (7), los resultados de nuestros tamizajes no demuestran dicho potencial
metabdlico elevado presente en el suelo en funcion del hallazgo de actividades
funcionales posiblemente por los motivos anteriormente planteados y en conclusion,
aunque en teoria se pudieron haber clonado muchos de estos genes, no se pudo
observar su expresion.

Dentro del tamizaje (Anexo 6 A-B-C) obtuvimos clones positivos para actividades
como celulasas y proteasas como se reporta en la Tabla 11, indicando que estos
insertos fueron correctamente acoplados y que pudieron generar un transcrito que fue
traducido en proteinas activas y que la maquinaria propia del hospedero suplio las
necesidades post- transcripcionales necesarias para generar una proteina activa. Los
clones positivos para celulasas se presentaron en ambos suelos trabajados siendo de
alguna manera indicativo de que hay elementos presentes en la materia organica que
requieren de este tipo de enzimas para su hidrdlisis como en el caso de los suelos
organicos en donde hay una entrada de materia organica de estiércol vacuno y
cascarilla de arroz.

Adicionalmente, se podria hipotetizar que la utilizacion del medio de cultivo sin la
suplementacion de Luria Bertani tradicional es apropiada para que se expresen los
genes de interés en este caso los genes que codifican para celulasas y aquellos que
permiten solubilizar fosfato, pudiéndose pensar que quitar o limitar la fuente de
Carbono que ofrece el medio (LB) es una buena opcion para identificar clones
potencialmente funcionales. Esto concuerda con Sanchez y colaboradores en el 2007
quienes mencionan que la biosintesis de esas enzimas es inducida por diferentes
sustratos y represada por fuentes de carbdn facilmente metabolizables (110),
indicando que las condiciones de crecimiento en medio afectan notablemente el perfil
de las proteinas expresadas y secretadas.

Otra de las actividades encontradas con mayor frecuencia fue la de solubilizadores de
Fosfato (Anexo 6 d) dentro de los suelos con manejo organico, lo cual es coherente
con lo reportado por Rodriguez y Fraga (1999) (104), en donde se menciona que los
suelos dedicados a la agricultura contienen grandes reservas de Fésforo, ya sea por
fertilizantes quimicos o por emiendas organicas, y que la mayoria de bacterias
solubilizadoras se encuentran en la rizosfera. En este caso se podria pensar que
ambas fincas presentan bacterias solubilizadoras, pero con una diferencia en
aquellas con manejo tradicional debido a la alta entrada de fertilizantes quimicos que
dejan el fosforo de manera disponible. Mientras que por otro lado en los suelos
organicos donde la entrada de fosfato estd muy unida a la cantidad de materia
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organica, fue posible detectar mas bacterias con propiedad solubilizadora que
tendrian la funcion ecoldégica de mantener una estabilidad en cuanto a la
disponibilidad de fosfato. De manera hipotética asumimos que en las fincas con
manejo organico el fosfato inorganico disponible es resultado de la mineralizacion de
la materia organica por enzimas como las fosfatasas, y que debido al pH bajo
caracteristico de los cultivos de papa, este fosfato podria precipitarse volviéndose no
disponible para su uso general y dejandolo solamente accesible para las bacterias
con fenotipo Mps, para que pueda estar de nuevo disponible. De igualmanera es
posible pensar que la alta probabilidad de clones con fenotipo Mps(+) es un indicativo
de un muestreo hecho cerca a zonas rizosfericas y ademas con altos contenidos de
fésforo. Los clones que presentaron crecimiento en el medio de tamizaje para
Solubilizacién de Fdésforo pueden llevar dentro de su inserto un gen o genes
involucrados en la sintesis de la enzima pirroloquinolina quinona (PQQ) sintasa, la
cual dirige la sintesis de la enzima PQQ, es el cofactor necesario para la formacion de
la holoenzima Glucosa Dehidrogenasa necesaria para la produccion de acido
gluconico (9). Sin embargo, no se debe descartar la presencia de enzimas
solubilizadoras de Fosfato (fosfatasa, fitasa) en nuestras librerias debido a que no se
realizd su busqueda por los costos que genera el tamizaje de tan elevado numero de
tamizajes de los clones.

7.3 EXTRACCION DEL ADN FOSMIDICO DE CLONES CON ACTIVIDAD

Después de utilizar el protocolo FosmidMAX™ ADN Purification Kit (Epicentre) e
implementar algunas modificaciones al protocolo original ofrecido por el fabricante, se
logré obtener a partir de un cultivo de 5ml de cada clon que presento actividad dentro
del tamizaje, una buena concentracién de ADN fosmidico (Anexo 7).

La Figura 14a muestra que el tamafo promedio de los fésmido extraidos esta en el
rango de 36 a 40 Kb como lo senala el tamafio del ADN control (carril F, 36 Kb). Esto
demuestra la presencia de un inserto metagendmico de alto peso molecular, diferente
en cada uno de los clones de donde el ADN fosmidico. El tamafo del inserto
metagenomico se corroboré en un ensayo de restriccion con la enzima Kpnl que
posee diferentes sitios de corte dentro del inserto y el vector (Figura 14Db).
Restricciones con esta enzima in silico de las secuencias de los clones (seccion 7.4)
mostraron patrones de restriccion que coincidieron completamente con lo observado
en la reaccion in vitro.
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Figura 14a ADN de los fésmidos extraidos. Tres microlitos de cada muestra y 1ul del ADN control de 36Kb
(100ng/pl) en un gel de 0.8% de agarosa con Bromuro de Etidio. F: ADN control 36Kb, 2: ADN fosmidico
extraido del clon 3tD5, 3: gtH2, 4: 10gE12, 5: 15gH6, 6: 10gG12, 7: 14gF2, 8: 14gB6, 9: 7gA1, 10:7gC12, 11:
14GG2, 12:15gE5, 13: 9gH11. (b) Digestion de ADN fésmidico 1: 14gG2sin digerir, 2: 14gG2 digerido,3:
19tF19sin digerir, 4: 19tF19digerido, 5: 6gE3sin digerir, 6: 6gE3 digerido,7: Marcador de peso 10Kb.

7.4 SECUENCIACION Y CARACTERIZACION DE LOS CLONES

Se recibieron las secuencias de 40 fosmidos enviados a secuenciacion por la técnica
de Sanger (End Sequencing), las cuales presentaron una longitud promedio de 950
bp. Los electroferogramas se analizaron mediante el programa CodonCode Aligner
con el fin de identificar secuencias contiguas de alta calidad para emplearlas como
etiquetas de identificacién o tags para los ensamblajes de las secuencias obtenidas
por la técnica de pirosecuenciacion 454. Una vez escogidas estas regiones se
procedié a buscar secuencias pertenecientes a vectores de clonacién indexados
mediante la aplicacion Vector Screen, ademas de un alineamiento mediante el
algoritmo BLAST frente al vector de clonacién pCC2FOS (EU140752.1). Ambos
procesos permitieron identificar y remover las secuencias que pertenecen a este
vector y mejorar la calidad de las lecturas para el ensamblaje. La Tabla 12 sefiala las
secuencias de los féosmidos que presentaron en regiones identidad contra el vector.
En este caso, solo cinco secuencias presentardon similitud media- baja con la
secuencia del vector, los fosmidos restantes su secuencia era exclusiva del ADN
metagendmicos.
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Tabla 12 Alineamiento de las secuencias obtenidas por secuenciaciéon tradicional contra el vector de
clonacion bajo algoritmos de VecScreen y BLAST. Similitud alta = MEGABLAST,; Similitud media =
discontinous megaBLAST; Similitud baja = BLASTn

BLAST
Fésmido Vector Screen
Forward Reverse
Similitud Media Baja
Score 336 116 Similar en
forward
F4 e-Value 3e-95 6e-29
No similar en
Query 421-1339 37-243 reverse
Subject 34-950 337-131
Similitud Baja Baja
Score 80-200 50
F9 e-Value 4e-24 7e-09 No similar
Query 563-1061 6-52
Subject 187-675 320-366
Similitud Baja
Score 80-200
F21 e-Value 4e-37 No similaridad No similar
Query 122-383
Subject 936-674

Como se puede apreciar en la Tabla anterior se presentaron algunas secuencias que
alineaban con el vector de clonacion. Sin embargo este alineamiento es bajo con
algoritmos que evaluan media y baja similaridad. Esto quiere decir que el
alineamiento ocurre entre pocas bases, el resto de la secuencia pertenece al inserto
de DNA metagendmico, por lo que son secuencias que no fueron elimidas en la
construccion de las etiquetas, solamente fueron cortadas las pertenecientes al vector.

Una vez analizadas las secuencias, se procedid a escoger las etiquetas tanto de las
lecturas obtenidas para cada féosmido del iniciador Forward como del Reverse que
van a ayudar a la identificacion de fésmido dentro de los contigs formados. Un total
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de 179 etiquetas fueron escogidas y luego, mediante una comparacion automatizada,
se dejaron aquellas que eran consideradas unicas (no se repetian en ninguna otra
etiqueta). El tamafno de la etiqueta fue considerado solo cuando era mayor de 20
bases y esto dependia mucho de la calidad de la secuencia, secuencias con alta
calidad generaron etiquetas de tamarfos de 500-600 pb, mientras otras de no tan
optima calidad generaron mayor numero de etiquetas de tamafios mas cortos.

Por otra parte, de la secuenciacion proveniente de 454 se obtuvo un total de 135103
secuencias con un promedio de 369 bases de longitud, que para lo tedrico reportado
de un corrido de pirosecuenciacién en 4 de placa es de 160000-250000, logramos
obtener un rendimiento del 84% , de igual manera un calculo teérico para obtener la
posible cobertura fue dado mediante el numero de secuencias obtenidas por su
longitud promedio. Este valor es dividido por el resultado obtenido de calcular el
numero de fésmidos enviados a secuenciar por el tamafio promedio del inserto
descartando el tamario propio del vector. Este calculo seria:

(135103 * 369pb) /(40 * 30000pb) =~ 41X
Queriendo decir que nuestra cobertura tedrica obtenida es de 41x.

Para el tratamiento de estas secuencias se siguié un flujo de trabajo bioinformatico
que se muestra detalladamente en el Anexo 8. Brevemente como primer paso las
secuencias se filtraron de los adaptadores propios de la secuenciacién 454, mediante
un BLAST de las secuencias contra los adaptadores A y B de 454 life Science
(ROCHE), estas secuencias se analizaron tanto por el complemento como por el
reverso complemento obteniendo un total de cero hits. Se continué con una segunda
limpieza que consistio en limpiar las lecturas de secuencias contaminantes del
hospedero, para ello se realizo un BLAST de EPI300 ™-T1R, al ser una cepa
comercial del kit (Copycontrol ™ Fosmid Library Production Kit de Epicentre), se
busco la cepa parental que corresponde a la E.coli K12 sub DH10B (CP000948.1),
obteniendo como resultado un total de 111.720 sin hit y 23383 hits. Analisis de estos
alineamientos mostraron que la cobertura de estos alineamientos en algunos casos
era muy baja por lo cual se debio revisar cada alineamiento para tomar la decisién si
eliminar la secuencia o dejarla dentro de las secuencias de trabajo debido a la
informacion que se podria perder al eliminar toda la secuencia. Asi que se genero un
fitro de las secuencias teniendo en cuenta la cobertura del alineamiento. Se
realizaron pruebas con los parametros sefialados en la Tabla 13 y de alli se escogi6
trabajar con el siguiente filtro: longitud del Query x porcentaje de identidad/longitud
del Subject en donde las secuencias que tuvieran una cobertura mayor o igual al 70%

Pagina | 73



y un Valor-e: = 1e10-5 fueron consideradas como pertenecientes al hospedero y
sacadas para los pasos posteriores.

Se tomd este valor de cobertura del 70% debido a que consideramos que era un
buen punto de corte en donde saca una gran cantidad de secuencias propias del
hospedero , pero de igual manera nos permite recuperar un numero de secuencias
informativas; un total de 5190 secuencias fueron recuperadas de este filtro para un
total de 116910 secuencias de trabajo.

Tabla 13. Evaluacion de Valor —e (e-value) y porcentaje de cobertura de las secuencias de trabajo contra
la secuencia del hospedero, para determinar el valor mas indicado en la generacion del filtro.

. Numero de
. Numero de .
Porcentaje de . secuencias que
Valor-e secuencias que .
cobertura quedan después
salen .
del filtro
50 19652 3731
60 18826 4557
1e-5* 70 18193 5190
80 17506 5877
90 16713 6670

(* el valor-e: fue también evaluado para 1e-15, con resultados muy similares)

De igual forma las 116910 secuencias fueron pasadas por un ultimo filtro que
consistio en un BLAST de las secuencias contra el vector de clonacién pCC2FOS
(EU140752.1) debido a que este no es retirado en el proceso de secuenciacion y es
otro contaminante que puede afectar al momento de realizar los ensamblajes
produciendo algun tipo de artefacto.

Como resultado del BLAST se obtuvieron 84061 no hit y 32849 hit. De igual manera
que con el filtro del hospedero, se procedioé a revisar la cobertura de los alineamientos
y a aplicar el mismo filtro anterior pero esta vez las secuencias que cumplian con una
cobertura mayor o igual a 60 y Valor-e = 1€10-15 fueron retiradas quedando un gran
total de secuencias para comenzar los ensamblajes de 85745 que fueron llamadas
secuencias de trabajo.

A estas secuencias filtradas se les realizé un alineamiento con el programa BLAST
utilizando tres bases de datos: la base de datos no redundante de nucledtidos del
NCBI con el algoritmo MegaBlast donde se obtuvo un total de 28979 hits contra
56766 no hit. El resultado obtenido de este alineamiento fue empleado para
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reconstruir una clasificacion taxondémica mediante el programa MEGAN; con
parametros de Score minimo (el score minimo que una lectura debe tener para ser
clasificada dentro del arbol taxonémico) de 150. El valor de Min Support (numero de
lecturas minimas que debe tener un linaje definido) fue de 5. Los resultados de esta
clasificacion taxonomica se observan en la Figura 15.

Dentro del arbol se evidencia que la mayoria de secuencias clasificadas,
provenientes de los 40 fésmidos corresponden a ordenes taxondmicos comunes
dentro del habitat del suelo y que tienen un papel importante en los fendmenos
bidticos y abidticos que se pueden presentar dentro del mismo; tal es el caso de los
Rhizobiales (1108 secuencias) quienes se caracterizan por ser organismos
metabdlicamente activos dentro de los ecosistemas edaficos como fijadores de
nitréogeno y son simbiontes en las raices de algunas plantas. Por otro lado también
encontramos Actinomycetales (136 secuencias) habitantes del suelo donde su
principal funcién es la degradacién de la materia organica.

Estos resultados, y los presentados a continuacién, concuerdan con un estudio
realizado por Roesch y colaboradores 2007 (105), en 4 diferentes tipos de suelos,
basados en librerias construidas a partir del gen ribosomal 16S bajo secuenciacion
454-en donde por encima del 40% del total de las secuencias bacterianas pertenecen
a las Proteobacterias representando el phylum dominante en cada suelo de tendencia
agricola. En nuestro caso este phylum ocupa un 16% de las secuencias obtenidas.
Asi mismo, dentro de el estudio de Roesch las Betaproteobacteria son la clase
dominante entre las Proteobacterias en todos los suelos, en nuestro caso, la clase
mas abundante son las Alfaproteobacterias, seguidas de las Betaproteobacterias.

Otro resultado interesante es que de nuestras secuencias, un 72% permanecen como
no clasificadas, sefalando el gran potencial genético presente en estos organismos
aun desconocido.

El estudio de Roesch y colaboradores 2007 mediante librerias a partir de amplicones
del gen ribosomal 16S sefiala una posible diferencia entre la diversidad encontrada
en suelos forestales y agricolas, indicando que la diversidad en cuanto a phylum de
los suelos forestales es mayor a los suelos con actividad agricola, haciendo suponer
que la intervencidn dentro de estos suelos debido a su manejo tiene un impacto
directo sobre la diversidad, en donde sistemas basados en agricultura con una baja
diversidad vegetativa y alta entrada de xenobidticos, disminuye la diversidad de
especies (105). Es por esto que los estudios con un marcador molecular serian una
de las técnicas a utilizar para establecer con mayor certeza si hay diferencias en
cuanto a diversidad entre los suelos aqui trabajados en donde tedéricamente por lo
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anteriormente sefalado en el estudio se esperaria una mayor diversidad en suelos
con manejo organico,

Si bien es cierto que para la busqueda de enzimas, que era uno de nuestros
principales objetivos, se mezclardn los suelos que tenian el mismo tipo de manejo
agricola (2 organicos y 2 tradicionales) los resultados nos muestran en general,
secuencias que posiblemente nos dan indicio de la composicion taxondmica
microbiana de cada grupo a groso modo. De alli, lo importante de evaluar la
diversidad de cada suelo por separado, trabajo paralelo que se realiz6 en la
Corporacion Corpogen utilizando como marcador filogenético el gen ribosomal 16S
para esclarecer diversidad y su abundancia.
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Por otro lado se empleé la base de datos de nucleétidos ambientales del NCBI con el
algoritmo MegaBLAST, obteniendo 85689 hits y 59 no hits en donde la mayoria de las
secuencias son alineadas con metagenomas de diversos ambientes confirmando la
gran cantidad de informacion genomica nueva presentes en nuestra muestra
fosmidica.
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Por ultimo, se empleo una base de datos con secuencias ribosomales provenientes
del Ribosomal Database Project (RDP) en taxonomia nomenclatural y del NCBI; en
ambos casos se cred una clasificacion taxonomica con MEGAN. Mediante taxonomia
nomenclatural se obtuvieron 22023 hits y 63722 no hits; en este caso el parametro
para MEGAN de Min Score fue 65 con un Valor-e < 1e-10. Con la base de datos
RDP en taxonomia paralela al esquema del NCBI se obtienen 22046 hits y 63699 no
hits; de los cuales se determind crear la clasificacidon taxondmica con aquellas
lecturas con score mayor a 67 con un Valor-e < 2e-10.

Aparentemente con estos resultado era factible asumir un alto numero de secuencias
ribosomales presentes dentro de la secuencia de trabajo,(22.000) sin embargo al
analizar los alineamientos detalladamente, la gran mayoria de estos presentan Valor-
e mayores, lo cual le da poca credibilidad a este resultado. ElI Anexo 9 (a-b)
corresponde a la clasificacion taxondmica de secuencias con la base de datos
RDP,no se observa diferencia entre nomenclatural y NCBI, mas si se puede observar
que disminuye la cantidad de secuencias que dieron hits en el BLASTn de los 22023
mencionados anteriormente a solamente 963 secuencias ribosomales bacterianas,
indicando que en nuestra libreria o por lo menos dentro de los 40 fdsmidos mandados
a secuenciar, la cantidad de lecturas de secuencias ribosomales es minima cuando
se filtra por un score y Valor —e aceptable. La presencia minima de genes
ribosomales dentro de nuestros insertos metagenomicos demuestra ademas la
bondad de esta metodologia para la clonacién de secuencias de alto peso molecular
con posibles propiedades funcionales. Es posible que caracteristicas inherentes a los
genes ribosomales, como composicion C+G inusuales y estructuras secundarias de
las secuencias, 0 una proporcion baja de este tipo de genes dentro de los
metagenomas, puedan ser las responsables de su baja frecuencia en los clones
metagendmicos secuenciados.

Para concluir el analisis de estas secuencias de trabajo bajo una perspectiva
taxondmica, estas secuencias se corrieron en el programa MG-RAST que analiza las
secuencias desde un punto de vista taxondmico y hace una reconstruccion
metabdlica de las mismas utilizando SEED, una base de datos basada en
subsistemas. Este programa permiti6 determinar que la mayoria de lecturas
obtenidas por pirosecuencion estan dentro de un rango de longitud de 444 a 496 y
que son secuencias con un contenido de GC del 60% por encima del promedio
(Anexo 10 a-b ). Ademas, presenta una Tabla resumen en donde se ubican las
secuencias dentro de un clasificacién taxonémica basada en las proteinas anotadas y
clasificadas presentes en la base de datos SEED sefialando que la mayoria de
secuencias que codifican para proteinas pertenecen en un gran porcentaje a
Bacterias (70.29%) seguida de secuencias no clasificadas denominadas otras con un
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21.49% igualmente con un (7.20%) secuencias pertenecientes a Eucariotas y en una
proporcion mas baja a Archaea (1.01%) Tabla que se sefiala en el Anexo 10 c.
Como se mencionod anteriormente, el programa genera una clasificacion taxondmica
de las secuencias introducidas asi como su relaciéon en funciones metabdlicas (Anexo
11 a y b). En el Anexo11a se evidencia que nuestras lecturas poseen un mayor
porcentaje de Bacterias (77%), seguida de virus (13,28%) y con un bajo porcentaje se
encuentra el Dominio Archaea dato que difiere a lo encontrado por Roesch y
colaboradores 2007 en su estudio de suelos agricolas en donde encuentran que
53251 secuencias pertenecen a Crenarchaeotal y mencionan que puede ser atribuida
a el pH bajo en suelos, ademas del tratamiento con fertilizantes con fuentes de N
como amonio anhidro o urea, fuente que es rapidamente oxidada a nitrato en el
suelo, indicando que en un ambiente donde la fertilizacién es comun el numero y
diversidad de archaea puede ser esperado muy alto (105). Sin embargo, en este
caso al parecer esta diversidad es baja pero hay que tener en cuenta que estos dos
estudios difieren en su manera de construir las librerias, una por medio de
amplicones del gen ribosomal 16s sin el paso de clonaciéon mientras que en nuestro
caso hay que clonar, es posible que se presente un sesgo dentro del procedimiento
de clonacion que beneficia a las bacteria, ademas tendriamos que analizar cada clon
generado en la libreria para saber si en realidad no obtuvimos mas secuencias del
Dominio archaea.

En cuanto a la ubicacién de las secuencias en subsistemas Anexo 11b se evidencia
una gran variedad de perfiles metabolicos encontrando desde transportadores de
membrana, como metabolismo esencial para el organismo, sin embargo hay que
resaltar que la mayoria de las secuencias fueron agrupadas dentro de la clasificacién
( Clustering- based subsystems) donde se agrupan aquellas secuencias que
presentan un evidencia de acoplamiento funcional en genes pero que aun no se
conoce su funcion.

Continuando con el flujo de trabajo las 85745 secuencias fueron ensambladas
utilizando 4 programas que aparte de soportar las secuencias de 454, también han
sido trabajados en el campo de la metagendmica. La tabla 14, resume los resultados
obtenidos por tres ensambladores.
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Tabla 14 Descripcion de los resultados del ensamblaje de las lecturas obtenidas por pirosecuenciacion,
mediante la utilizacion de tres ensambladores.

Celera Newbler CLC
Numero dg contigs 245 431 1156
obtenido
Longitud maxima del 31850 37427 37915
contig
Longitud mlplma del 1002 106 100
contig
Longitud promedio 3751 3320* 1184
Lecturas tomadasl para 81714 76957 80454
formar los contigs
Singleton 16294 5765 5292
) Similaridad : 0,75
M.Ero‘c“rd'diddzgx | Longitud de la fraccion: 0,25
. Inima longitud de la Costo de insercioén: 3
Parametros Parametros por defecto lectura:40 Costo de deleccion -3
Otros parametros por Costo de Mismatch: 2
defecto Color Speace align: no
Global alignment: no

Como se aprecia en la tabla anterior se logré6 ensamblar un gran numero de lecturas
utilizando tres programas diferentes, sin embargo el numero de contigs generados
por cada uno deja evidente que a pesar de la cobertura obtenida por
pirosecuenciacion no se logré un ensamblaje total de las mismas ya que aun se
conservan contigs con tamafnos pequefios que no pudieron ser sobrelapados dentro
de uno mas grandes, o contigs grandes que aun falta parte de su secuencia. Estos
resultados concuerdan con Vieites y colaboradores 2009 quienes mencionan que
muchos de los ensambladores son disefiados para manejar solo genomas
homogéneos y que generan varios errores cuando son corridos con secuencias
ambientales, dependiendo de la complejidad de la estructura de la poblacién, el
ensamblaje de genomas completos de los diferentes linajes, puede no ser posible
incluso con suficiente cobertura de la secuencia (139).En nuestro caso aunque
nuestra complejidad eran solo 40 clones podemos observar que también los
ensambladores presentardon inconvenientes para poder sobrelapar estas secuencias.

Un alineamiento de los contigs generados por ensamblaje de las secuencias con los
programas de Celera y Newbler revel6 que hay varios contigs con una gran similitud
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cuya secuencia es, en gran parte, idéntica. Sin embargo, también reveld que
mientras en Newbler se formaba un contigs de mayor tamaro, en celera este mismo
contig esta dividido en otros varios mas pequeinos, de igual manera, contigs de los
dos ensambladores a pesar de tener una similitud del 100 por ciento se mostraban
contigs en Celera que tenian un poco mas de longitud en la secuencia, por lo que se
determino hacer un reensamblaje entre estos, los contigs generados por Celera y los
contigs generados por Newbler para de esta manera forzar un ensamblaje que
lograra unir esos fragmentos extras y formar un consenso entre los dos programas,
generando contigs de mayor tamano a los inicialmente obtenidos.

Para realizar este re-ensambajes, se empleo el programa Sequencher (GeneCodes
Corporation Ann Arbor Michigan EE.UU.). Para correr este nuevo ensamblaje por
Sequencher se determinaron los siguientes parametros: identidad y sobrelapamiento,
los cuales se establecieron como 100 y 95, valores altos para evitar falsos
ensamblajes. Con este programa se logr6 unificar 199 contigs provenientes de
Newbler y Celera ademas de dejar 30 contigs de Celera y 167 de Newbler que no
fueron ensamblados bajo estos parametros.

Con los resultados se realiz6 un nuevo MegaBLAST con la base de datos de
nucledtidos no redundantes del NCBI para poder correr nuevamente el programa
para asignacion taxondémica MEGAN (Figura 16) cuyo resultado muestra leves
diferencias con la clasificacion taxondmica de las lecturas sin ensamblar, siendo algo
esperado, debido a que esta clasificacion esta basada en contigs donde muchas de
las secuencias que se tomaban en cuenta en el arbol inicial aqui ya pudieron ser
ensambladas y reconocidas dentro de un mismo taxa.
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Figura 16: Clasificaciéon taxonémica de los contigs re- ensamblados con Sequencher con parametros (min
Support:1, Min Score:62.0 el resto de parametros quedan por defecto)

En esta clasificacion taxondmica observamos que el Dominio Bacteria es el mas
representado dentro de nuestras muestras y que dentro de este, la clase con mayor
abundancia corresponde a las Alfaproteobacterias con un 6,7% y dentro de este
porcentaje los ordenes Rhizobiales (3,7%) y Sphingomonadales (1,5%), son los que
presentan una mayor abundanica.

Por otro lado otro orden también representada con un 3,7% son los Myxococcales,
mientras que las Betaproteobacterias estan representadas dentro del arbol 3,2%
siendo el orden Burkorderiales el mas representativo y por ultimo con un 2,5% se
encuentran los Actinomycetales; todos ellos, microorganismos tipicos de ambientes
edaficos donde cumplen variadas funciones en el mismo.

Como podemos observar, la clases mas representadas dentro de la clasificacion
pertenecen a las alfa, delta y betaproteobacterias, dato que concuerda con lo
reportado por Smith y colaboradores 2001 (120), quienes investigaron la distribucion
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por 16S rDNA de 5 principales divisiones bacterianas para evaluar la relacién entre la
abundancia de los grupos microbiales y el estado nutricional del suelo. Su resultado
sugiere que suelos con un alto contenido de nutrientes disponibles muestran
seleccidén positiva para alfa y gama proteobacterias mientras que suelos con bajo
contenido de nutrientes o con alto contenido de sustratos recalcitrantes el procentaje
de Acidobacterium incrementa. Como podemos observar en la Figura 17b dentro de
las secuencias pertenecientes a los 40 fésmidos, no se hallé un gran numero de
secuencias que pertenecieran a este phylum, aunque afirmar que no hayan mas
secuencias pertenecientes seria inadecuado ya que se deberia realizar un estudio
mas detallado de toda la libreria, ya que como se muestra en esta misma Figura 173,
basados en el analisis mediante amplicones del gen ribosomal 16S de las mismas
muestras, se observa que este Phylum es el segundo mas abundante y que al
parecer su distribucién dentro de las fincas es equitativa, sin embargo su porcentaje
no supera el dado por las Proteobacterias dada las condiciones de manejo de los
suelos y de su contenido en materia organica.Este mismo autor menciona que la tasa
del numero de Proteobacteria y Acidobacterium es sugerida como indicativo del
estado nutricional del suelo (120).

Con el objetivo de hacer una comparacion de nuestros resultados obtenidos mediante
MEGAN con los resultados obtenidos en un estudio de secuenciacion masiva
(pirosecuenciacion) realizado paralelamente en nuestro laboratorio, donde se evalu6
la diversidad microbiana de estos mismos suelos por separado, mediantes
amplicones de la region hipervariable V5-V6 del gen ribosomal 16S, se muestra que
tanto en los analisis del gen ribosomal 16S como en los andlisis de los fosmidos, el
mayor numero de lecturas para todas las muestras al nivel de phylum pertenece a
las Proteobacterias, estos dos estudios se diferencian en cuanto a la abundancia de
unos phyla en donde por ejemplo en el estudio de 16S el segundo mas representado
es Acidobacteria, mientras que dentro de las secuencias de los fésmidos el segundo
con mayor numero de lecturas corresponde a Actinobacterias, posiblemente este
resultado se deba a la forma como se escogi6 los fosmidos para secuenciar debido a
que este ultimo posee un gran pool de enzimas que pudieron ser detectadas dentro
del tamizaje.

Otros phyla detectados tanto para 16S como dentro de las secuencias de los
fésmidos son Verrucomicrobia, Gemmatimonadales, todos esos Phyla son bacterias
bien reconocidas, presentes en alta abundancia en suelos agriculturales cuando son
analizadas por diversas metodologias (2, 64, 106).

Pagina | 82



— . Protaobacteria 10

* Bacteroidates 1

undlassifisd Bacteriz 303

s 16 * Cranobactsria 1
acteria 16

cellular organizms 19

Acidobacteria 1

oot 17 ¢ e aruomicobis 1

* Gemmatimonadates 1

L] Streptophrta 2

ChlzmydizeV: roup 1243
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Sin embargo, cuando analizamos la figura 17b que fue hecha por comparacioén entre
el MEGAN obtenido de los contigs que corresponden a féosmidos de la libreria
organica ( 9 contigs) y los fosmidos que fueron identificados como de la libreria
tradicional (18 contigs) contra el trabaja de amplicones de 16S (17a), aunque
presentan algunas similitudes en cuanto a la deteccion de algunos phyla, no se puede
hacer la misma inferencia debido a que como primera medida partimos de secuencias
que no fueron seleccionadas al azar sino por la presencia de actividad, lo que
conlleva a tener un numero limitado de secuencias muy diferentes para el andlisis,
ademas como ya se sefialo en proceso desde la obtencion del ADN hasta la
clonacion y expresion de la actividad, tienen varios factores que sesgan este
resultado.

Dentro del analisis con MEGAN de los amplicones del gen 16S, las
Gammaproteobacterias tales como Xanthomonadales, Pseudomonadales vy
Enterobacteriales fueron encontradas solo para suelos con manejo tradicional.
Ordenes que también pudimos evidenciar en nuestras lecturas fosmidicas.

Observando este resultado se plantea que la metagendmica funcional nos puede
brindar una vision general (mas no estadistica) de la diversidad y taxondmia de un
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ecosistema, pero no es lo suficientemente robusta para hacer este tipo de inferencias
o de tipo filogenético con confiabilidad estadistica. Esta interpretacion basada en
metagenomica funcional no es completa y confiable, debido a que el numero de
clones nunca va a ser suficiente para hacer validaciones estadisticas y porque no se
comparan secuencias estandar como si se hace en los analisis que involucran un
marcador molecular como el 16S rADN.

Dentro de los secuencias de los fosmidos funcionales se identificaron ademas
secuencias pertenecientes a el grupo Magnoliophyta el cual esta representado con un
pequeio porcentaje perteneciente a Poales, asi mismo aparecen con un porcentaje
minimo secuencias de Dipteros y Eutheria; secuencias presentes debido a que
estamos tomando ADN total de las muestras de suelo y no estamos haciendo ningun
tipo de filtro para sacar solamente ADN perteneciente a microorganismos como
Bacteria, Archeas o hongos.

Dentro del analisis taxonémico arrojado por MEGAN, con un 6% y 63% las
secuencias fuerdn clasificadas como no asignadas y como no hits, respectivamente,
sefalando la importancia que tiene este tipo de estudios en Colombia, especialmente
en ambientes como suelos de manejo agricola en ecosistemas andinos neotropicales,
en donde todavia no se sabe qué microorganismos (Bacterias, hongos, Archeas) y en
qué proporcion lo conforman. Se debe tener en cuenta que aproximadamente el 40%
de las secuencias presentes en el estudio taxonémico del metagenoma por 16S no
pudieron ser clasificadas dentro de ningun phylum descrito hasta ahora, sugiriendo la
presencia de grupos completamente desconocidos hasta el momento y que podrian
llegar a representar en parte, una microbiota autéctona de los cultivos de papa criolla.

La informacion genética presente en metagenomas ambientales puede contribuir a
solucionar muchos problemas ambientales y también de producién agricola.

Asi mismo los contigs generados por Sequencher fueron corridos contra la base de
datos ribosomal tanto en su taxonomia Nomenclatural como en la del NCBI. Los
resultados obtenidos se muestran en el Anexo 9 (c-d), en donde se observa que de
los 399 contigs, 52 secuencias dentro de dichos contigs fueron identificadas como
genes ribosomales. Sin embargo, luego de asignar el minscore establecido
disminuyen a 43 pertenecientes a Shewanella y a una bacteria no cultivable
Chloroflexi.

De igual manera que con la secuencia de trabajo, los contigs formados por
Sequencher fueron analizados por el programa MG-RAST y como primera
observacion se ve que la mayoria de los contigs tienen una longitud minima de 106
nucleotidos aumentando su longitud pero con pocos contigs (Figura 18a) Lo que
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tendria relacion con lo mencionado por Vieiter y colaboradores (2009) quienes se
refieren a que entre mas compleja es la comunidad estudiada dentro de un habitat
menor es la posibilidad de generar largos contigs de un unico genoma representado
(139), a pesar que en nuestro caso contamos con una muestra de 40 fésmidos con
una buena cobertura, también se presentan problemas para generar contigs largo por
lo que resulta mas complicado llegar a unir estos contigs dentro de uno solo.

Por otro lado se observa que el contenido de GC no varié a lo observado con las
secuencias sin ensamblar (60%) (Figura 18 b)

Dentro de la clasificacion taxondmica basada en la codificacion de proteinas, se
conserva la misma relacion anterior pero como era de esperar, el numero de
secuencias en cada division disminuye debido al ensamblaje en contigs (Figura 18 c).

c)
b)
Protein 16s
based B
Archaea 0.56% [2) 0.00% [0}
Bacteria 05.63% (32B) 0.00% (D)
Eukaryota 0.20% (1) 0.00% (D)
Virus 0.0 (D) 0.00% [0}
Other 3.50% (12) 100.00% [O)
T o THA At A THas 0 ""m
= | - -
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Figura 18. Histogramas generados por MG-RAST de las lecturas ensambladas mediante el programa
Sequencher a) Histograma de la longitud de los contigs (eje X: longitud del contig en nucleétidos y eje Y:
numero de contigs para cada tamafo) b) Histograma de el contenido de GC dentro de los contigs (eje X:
porcentaje de GC y eje Y: numero de contigs para cada porcentaje c) Ubicacion taxonémica basada en
proteinas o en presencia de genes ribosomales.

En cuanto a la asignacion taxondmica y relacion metabdlica la Figura 19a se observa
que el numero de secuencias clasificadas dentro de la base de datos SEED con un
parametro de identidad por defecto de 50 y un maximo valor e de 1e-10. fue un
80.45% y corresponden en su mayoria a secuencias bacterianas (98.13%) y el
numero de secuencias perteneciente a virus y Archaea es poco.
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De igual manera la asignacién metabdlica basada en subsistemas arroja una gran
cantidad de procesos metabolicos donde hay que resaltar de color amarillo (Figura 19
b ) la agrupacion basada en subsistemas, asi mismo como procesos importantes
dentro del ciclaje de nutrientes como el metabolismo del sulfuro, metabolismo del
nitrégeno, metabolismo de compuestos aromaticos, metabolismo del fosforo entre
otros, corroborando que dentro de la secuencia de los fésmidos hay actividades de
gran interés para el mantenimiento de nutrientes dentro del suelo.

Clazsified seguences ve. non-classified:

Clasgified sequences we. non-classified: |60.65% (2420 39,357 (157)

>

\

. Cofactors, Witamins, Prosthetic Groups, Pigments 4.55% (11)
. Cell Wall and Capsule 4.13% (101
[ Potassium metabolism 0.41% (1)
I Miscellaneous 0.41% (1)
[l Membrane Transport 0.41% (1)
RMNA Metabolism 2.859% (7
[ Protein Metabolism 6.20% (15)
Nucleosides and Mucleotides 2.07% (5)
. Cell Division and Cell Cycle 2 48% (6)
Motility and Chemotaxis 2. 48% (6)

Charts ‘ Tabular View ‘

Domain

B Eukaryota 0.31% (1) Il Reouiation and Cell sianaling 1.24%
[l Bacteria 98.13% (315) DhA Metabolism 3.31% (B)
] B Unclassified 2.89% (7)
Il viruses 0.93% (3) Virulence 9.929% (24)
B Archaea 0.62% (2) I Liitrogen Metabolism 0.41% (1)

Clustering-based subsystems 19.83%
Respiration 3.72% (8)

[ Stress Response 3.72% (9)

. Amino Acids and Derivatives 7.85% (19)

[ Eatty Acids and Lipids 1.24% (3)

[ Sultur Metabolism 2.48% (6)

[ Mtetabolism of Aromatic Compounds 2.48% (6)
Carbohwydrates 13.64% (33)
Phosphorus Metabolism 1.24% (3)

Figura 19. Asignacion taxonémica (a) y dentro de rutas metabdlicas(b) de los contigs generados por
Sequencher bajo la base de datos SEED con un Valor —e 1e-10

Siguiendo con el flujo de trabajo bioinformatico sefialado, los contigs fueron
alineados con las etiquetas seleccionadas provenientes de las Secuencias obtenidas
por Sanger mediante el algoritmo MegaBlast con parametros (-W 7, -e:10, -q -2 —r 1).
El resultado de este alineamiento fue analizado para verificar dentro de cual contig
alineaba las etiquetas provenientes de lecturas extremo de iniciador Forward y las
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etiquetas provenientes del extremo del iniciador Revers. En el Anexo 14 se muestra
un ejemplo de como se realizo ese alinemiento entre los contigs y las etiquetas.
Ademas, en la Tabla 15 se muestran
sefala ademas si su identificacién fue por los dos lados (Forward y Reverse) o por un
solo lado correspondiente a la etiqueta.

los contigs que pudieron ser identificados y

Tabla 15: Identificacion de los contigs generados por Sequencher mediante el alineamiento de etiquetas
seleccionadas dentro de las secuencias obtenidas por Sanger. (contigs formados por: N Newbler S

sequencher)

Contig Fosmido Actividad Reverse Forward Tamafio (nt)
N 00003 F14 Celulolitico X X 28989
S [0004] F25 S. Fosfato X X 26078
S [0076] F15 S. Fosfato X X 36927
S [0078] F5 S. Fosfato X X 23685
N 00022 F37 Celulolitico X X 30617
S [0080] F19 Proteolitico X X 23812
S[0082]] F17 Celulolitico X X 32733
S [0009] F2 S. Fosfato X X 30985
S [0008] F7 Proteolitico X X 9851
S [0016] F26 Celulolitico X X 37205
S [0003] F27 S. Fosfato X X 33852
N 00004 F3 S. Fosfato X X 8925
S [0108] F6 Celulolitico X X 31838
N 00345 F12 S. Fosfato X X 37427
N 00350 F16 Celulolitico X X 30940
S [0114] F8 Celulolitico X 24974
N 0010 F8 Celulolitico X 18763
S [0074] F35 Celulolitico X 18905
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N 00013 F22 Celulolitico X 31654
N 00348 F36 Celulolitico X 19668
S [0002] F36 Celulolitico X 10055
S [0044] F34 Celulolitico X 4275

S [0006] F38 Celulolitico X 11008
S [0057] F39 Celulolitico X 9351

S [0079] F10 Celulolitico X 16959
N00017 F11 Proteolitico X 14709
S [0094] F28 Proteolitico X 26234

De los 40 fésmidos mandados a secuenciar, 27 pudieron ser identificados dentro de
los contigs por medio de sus etiquetas. Esa identificacion se debié a que en la
mayoria las lecturas provenientes de Sanger tenian una alta calidad lo que permitio
escoger unas etiquetas de una longitud entre 200 a 500pb haciendo que el
alineamiento generara apareamientos que no fueron al azar. Estos resustados
indican que una buena calidad proveniente de las secuencias por Sanger es clave
para poder hacer que la metodologia planteada en este trabajo sea adecuada.

En la Tabla anterior también se evidencia que unas etiquetas de un mismo fésmido
estan presentes en contigs separados, lo que indica que dentro de ellos hay unas
secuencia que no pudieron ser ensambladas, requiriendo de otros pasos
complementarios para poder ser llenados, como lo es la secuenciacion utilizando
iniciadores disefiados solo los extremos interiores de cada fésmido que se van
secuenciando en una metodologia conocida como Gene Walking. Lo mismo ocurriria
con aquellos fésmidos donde solo se pudo identificar por un solo lado. Los otros
contigs a pesar de que no pudierdn ser identificados igualmente fueron sometidos a la
busqueda de ORFs ya que poseen una valiosa informacion.

Adicionalmente para corroborar que los ensamblajes realizados por Sequencher son
reales y no artefactos producto del mismo ensamblador o de la calidad de las
secuencias y mas importante aun, que el proceso de identificacion fue correcto, se
disefiaron iniciadores para dos contigs (0108 y 00345) elegidos por su gran tamafo y
por que en estos ensamblaje se logré identificar el Fosmido inicial F6 (19tF19) y el
Foésmido F12 (6gE3) respectivamente de manera completa, es decir, por su extremo
Forward y Reverse. El disefio de dichos iniciadores fue planteado para la region en
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donde las diferentes lecturas de pirosecuenciacion se sobrelapaban ampliamente
para continuar el ensamblaje, por lo que se disefiaron iniciadores al inicio, en la mitad
y al final de cada contig analizado como se esquematiza en el Anexo 14, donde se
muestra igualmente el disefioy la informacioén de cada iniciador.

Luego de disefiados estos iniciadores (3 parejas por contigs) se procedid a montar
una PCR con el ADN extraido y purificado de los dos contigs a evaluar, mas el ADN
de la cepa hospedera EPI300 como control negativo teniendo en cuenta las
condiciones planteadas en la metodologia.

La Figura 20 muestra el producto de la PCR en donde cada pareja de iniciadores
amplifico el contig indicado y con el tamafio esperado, lo que confirma que el
ensamble es real y que correspondié a los fésmidos identificados. En los carriles C2,
C6 y C10 se muestra la amplificaciéon del fosmido F6 con los iniciadores disefiados
para este fésmidos. Los carriles C3 a C5, C7 a C9 y C11 a C13 demuestran que no
hubo amplificaciéon con estos iniciadores para el fosmido F12 ni para la E.coli EPI300,
confirmando la especificidad de los iniciadores y la efectividad en el ensamblaje y en
el proceso de identificacion. En la parte posterior del gel se muestra el mismo
comportamiento pero esta vez con los iniciadores disefiados para el fosmido F12.

Cl C2 C3 C4C C6 C7 C8 C9 C10 C11 C12 cC13

Cl C2 C3 C4 C C6 C7 C8 C9 (Ci10 Ci11 Ci12 Ci3

Figura 20. Electroforesis en gel de agarosa al 0.8% con Bromuro de Etidio para verificar la amplificacion
de iniciadores disefiados en las regiones sobrelapantes de los contigs 0108 y 00345 ensamblados por
Sequencher.a) C1 : marcador 100 pb (Invitrogen), C2 :F6 1/200 con iniciador 567, C3:F12 1/200 con
iniciador 567, C4 -:Epi300 1/100 con iniciador 567,C5 :control negativo con iniciador 567,C6 : F6 1/200 con
iniciador 653,C7: F12 1/200 con iniciador 653,C8 : EPI/ 300 1/100 con iniciador 653,C9 : control negativo
con iniciador 653,C10 : F6 1/200 -903,C11 : F12 1/200 - 903, C12 : EPI 300 1/100 - 903,C13 : control negativo-
903 B) C1 : marcador 100 pb,C2 : F12 1/200 -507, C3: F6 1/200 -507,C4 : Epi300 1/100 -507,C5 : control
negativo- 507,C6 : F12 1/200 - 854,C7 : F6 1/200 -854,C8 -:Epi300 1/100 -854,C9-: control negativo-854,C10 :
F12 1/200 -1033,C11: F6 1/200 -1033,C12 -:Epi300 1/100 -1033,C13 :control negativo- 1033.
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Una vez confirmado que los ensamblajes eran reales se procedié a la busqueda de
ORF mediante el programa GeneMark.hmm, Orphelia y Glimmer. Los resultados de
esta busqueda son sefalados en la Tabla 16. En esta se puede apreciar que hay
pequefas diferencias en la busqueda de ORF entre los tres programas, sin embargo
tomamos para la busqueda de similaridad con proteinas conocidas los ORF arrojados
por GeneMark.hmn esta decision fue dada debido a que este programa posee un
algoritmo bastante robusto el cual se basa en Modelos ocultos de Markov (HMM) y
su calculo de probabilidades; en este caso, la probabilidad de encontrar una regién
funcional dentro de una secuencia desconocida a esta probabilidad le otorga un valor
y finalmente define la secuencia funcional dada la mayor probabilidad. Ademas este
algoritmo incorpora modelos estadisticos que evaluan las secuencias codificantes y
no codificantes y mejora la prediccion de la posicion inicial de la traduccién mediante
la inclusion del modelo de sitio de union al ribosoma, parametro que por lo menos en
Orphelia no se contempla, por lo que nos da mayor confiabilidad de los ORF que
predicen (80).

Sin embargo, algo que podria ser una desventaja es que el nucleo de GenMark.hmn
es el algoritmo Viterbi el cual no tiene en cuenta la posibilidad de genes
sobrelapantes que programas como Orphelia y Glimmer si lo tienen en cuenta, pero
al observar los tres programas vemos que generan pequenas diferencias en las
coordenadas de los ORF, mientras que el numero encontrado por los tres es similar
como se puede apreciar en el ejemplo dado en la Tabla 16 para el contig 00003.

Otra ventaja que posee GeneMark.hmn sobre los otros dos programas es que no
arroja solamenta la orientacion y coordenadas de los ORF que identifica sino que
ademas arroja la secuencia traducida a aminoacidos lo que facilita aun mas la
busqueda en la base de datos de proteinas del NCBI.

Tabla.16 Identificacién de ORF potenciales en el contig 00003

No ORF Coordenadas GeneMark.hmn | Coordenadas Glimmer | Coordenadas Orphelia
1 2—223 NS 1_223
2 862-3555 3597-862 NS
3 4647-6335 4647-6335 4647_6335
4 6632-7801 7801-6632 6632_7801
5 8023-8442 8442-8023 8023_8442
6 8439-9407 9443-8439 8439 9407
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7 9452-10987 10987-9452 9452_10471
8 11000-12391 12424-11000 11000_12424
9 12494-13696 13750-12494 12494 _13771
10 14037-14303 14037-14303 NS
11 14296-14499 14296-14499 NS
12 14538-15029 14538-15029 NS
13 15332-15700 15700-15332 15332_15700
14 15737-17335 17311-15737 15737_17335
15 18199-18762 18199-18762 18124_18762
16 18759-19490 18759-19490 18759_19490
17 19453-20724 19447-20724 20488_20724
18 20721-21356 20721-21356 20721_21356
19 21384-22685 22685-21384 21384_21647
20 22796-23752 22796-23752 23450_23752
21 23907-24266 23883-24266 23802_24266
22 24310-25062 25038-24310 24310_25062
23 25059-25580 25580-25059 25059_25580
24 25630-26727 26808-25630 25630_26808
25 26792-27265 26792-27265 27116_27265
26 27267-28043 27267-28043 27267_28043
27 28043-28849 28043-28849 28082_28849
28 28852-28989 NS NS

NS 3940-4602 3964_4602

NS 14993-15379 NS

NS NS 22138_22761

NS NS 13961_14446
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NS NS 14683_15390

NS: no se encuentra dentro del programa

Obtenidos los resultados por GenMark.hmn, se procedié a realizar la busqueda de
similitud de la secuencias con proteinas conocidas dentro de la base de datos del
NCBI mediante el algoritmo del BLASTp datos que son presentados en el Anexo 15.

Al correlacionar los resultados obtenidos dentro de los tamizajes con la base de datos
de proteinas del NCBI, no se observa ningun ORF al que se le pueda atribuir la
actividad observada dentro del tamizaje funcional dentro de los fosmidos
ensamblados e identificados. En cuanto a esto se podria inferir dos posibles causas
que conllevan a este resultado: la primera posibilidad esta dada por un aparente error
en la anotacion, debido a que la mayoria de los genes son anotados usando tasas
teoricas derivadas computacionalmente y no mediante la utilizacidon de evidencia
experimental (80). Esto es que la funcién biolégica es a menudo atribuida por copia
de la anotacion de secuencias de proteinas similares. La fundamentacion de esto es
que secuencias homoldgas que estan estrechamente relacionadas a través de la
evolucion, en general son similares en términos de secuencia y funcion biologica.
Hay ejemplos de proteinas homoldégas que presentan diferentes funciones en
diferentes especies, lo que conlleva a errores de anotacion siendo este uno de los
principales problemas en la curacion de las bases de datos (35). Por otro lado, esta la
incertidumbre de la evolucidon convergente, donde proteinas de secuencias y
estructuras completamente diferentes cumplen con funciones altamente similares. La
metagendmica ha revelado la existencia de la evolucién convergente y su frecuencia
en la naturaleza. Por esto, se podria pensar que nuestras secuencias como también
son asignadas mediante la busqueda de similitud basadas en alineamientos locales
via BLAST, pueden estar siendo anotadas erroneamente y que la funcion que nos
arroja el BLAST no concuerde con la funcién que fue evidenciada en los tamizajes.

Otra de las posibles explicaciones a los resultados obtenidos en cuanto a la
identificacion bioinformatica de las proteinas, puede ser que la funcién que estamos
buscando se encuentre en la gran cantidad de proteinas no identificadas (hipotéticas)
como se sefiala en el Anexo 15, en donde se grafico los diferentes ORFs senalados
por el programa Genemark.hmm que mostraron similitud con proteinas conocidas
dentro de las bases de datos del NCBI y que fueron anotadas por similitud, tanto para
los fésmidos identificados pertenecientes a las librerias organicas como para los
fésmidos identificados en la libreria tradicional, en esta grafica se muestra un total de
83 y 48 proteinas que aun se desconoce su funcion y que requieren de un analisis
mas detallado para indagar el papel que desempefan dentro de los organismos,
dejando un campo abierto para el estudio de estas proteinas no conocidas.
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Por otra parte dentro de los contig que se identificaron y que poseen un tamafio entre
26 a 36 kb aparecen una serie de ORFs que codifican para una gran cantidad de
proteinas, algunas de ellas propias de rutas comunes dentro de las bacterias y otras
con actividades mas especificas, algo para anotar es que dentro de esta comparacion
entre las proteinas encontradas en féosmidos obtenidos en ambas librerias, se
evidencio muy pocas proteinas compartidas, por lo general se presento una gran
diferencia entre las proteinas presentes en la libreria tradicional que no estan dentro
de las secuencias de la libreria organica (Anexo 15), por lo que hablar que un suelo
es mas activo metabodlicamente que otro, mediante esta técnica de expresion, es
algo muy subjetivo debido a que ambas muestras desde el punto de vista de sus
secuencias, muestran una gran variedad de proteinas que poseen el inconveniente
de no ser expresadas por el hospedero.

Estos resultados soportan que una de las aplicaciones de la pirosecuenciacion es que
revela grupos de fragmentos de péptidos con una relativa alta abundancia y con
funcidn no conocida (139), péptidos que deben ser evaluados posteriormente
mediante aproximaciones bioquimicas y protedmicas para verificar si corresponde a
las actividades sefaladas.

Otro problema importante del analisis de datos metagenémicos es la capacidad de
las bases de datos para almacenamiento de los mismos, dentro del cual el nimero de
datos almacenados para el anadlisis de secuencias ambientales es limitado (139), lo
que conlleva a la no identificacion tanto de las secuencias pertenecientes a un
organismo no cultivado como a la asignacién de sus proteinas.

De igual manera, dentro de este analisis hay que tener en cuenta que como se
muestra en la Tabla 15, que aunque 15 fésmidos se pudieron identificar
completamente, no presentaron una concordancia con la funciéon experimental
observada. Sin embargo, este comportamiento no se puede aplicar a todos los
contigs formados, como es el caso de los fosmidos 8 y 36, los cuales fueron
identificados por sus estremos forward y reverse en dos contigs separados indicando
que es posible que el espacio entre estos dos contigs que no pudo ser ensamblado
exista la posibilidad que en dicho espacio pudiera encontrarse la secuencia que
correlaciona con la actividad encontrada o que complemente el marco abierto de
lectura interrumpido para su reconocimiento. Por otro lado, ocho contigs solo
pudieron ser identificados por uno de sus extremos. EIl otro extremo puede ser
alguno de los contigs del anexo 11 (indicados como Fos-NolD, los cuales poseen
actividades evaluadas) y cuya etiqueta no pudo ser identificada por una mala calidad
en la secuencia obtenida por Sanger lo que impide completar el foésmido por ambos
extremos. Lo anterior, junto con los 15 fésmidos restantes que no se pudieron
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identificar, refleja una limitaciéon de la metodologia propuesta, pues aunque es alto el
numero de lecturas obtenidas por pirosecuenciacion asi como es innovador el poder
analizar simultdaneamente multiples clones funcionales, esta metodologia mostré que
no es posible ensamblaje completo de todos los fosmidos secuenciados. Estos
resultados nos indican que en teoria, esta metodologia serd mas efectiva si se
maneja una densidad de clones menor para el proceso de pirosecuenciacion, si se
mejora el proceso de obtencion de las etiquetas mediante secuenciacion tradicional,
si se mejora la calidad en la obtencion del ADN fosmidico y si las tecnologias de
secuenciacion de segunda generacion permiten ampliar aun mas el tamafio medio de
secuencia.

Por ultimo, se propondria revaluar la utilizacién de tamizajes tan cualitativos debido a
la posibilidad de que en estos se podrian presentar falsos positivos, producto de
condiciones externas tales como pH, sensibilidad del método, o por el contrario como
lo reporta Uchiyama y colaboradores (2009), las sefales pueden ser a menudo tan
débiles que lleguen a no ser detectadas por el método de evaluacion, lo cual
conduciria a obviar genes que no serian evidenciados por esta ruta, por lo que se
propone un tamizaje mas cuantitativo utilizando lisados celulares pertenecientes a
cada clon y mezclarlos con los sustratos para la evaluacién de la actividad. Por
ejemplo en el caso de las actividades donde el producto final es la liberacién de
azucares la idea seria hacer la evaluacion mediante la cuantificacion de azucares
reductores, o la utilizacion de sustratos mas sensibles.

Algo para anotar y que tiene relacién con lo mencionado arriba es que a pesar de no
haber detectado actividades para enzimas como el caso de xilanasas, lipasas y
amilasas dentro de los tamizajes, al analizar los ORF de todos los contigs formados
observamos la presencia de este tipo de enzimas, asi como actividades que no se
evaluaron dentro de los tamizajes como genes que codifican para Beta- lactamasas
involucrados en resistencia en antibidticos, sulfatasas para hidrdlisis de esteres de
sulfato, amidasas para la hidrélisis de amidas y proteinas de tolerancia a solventes
organicos entre otras (datos no mostrados), informacion que resalta la utilizacion de
herramientas de clonacion y secuenciacion de alto rendimiento para hallar este tipo
de actividades durante procesos de bioprospeccion que tienen una importancia a
nivel ecoldgico e industrial, para ser estudiadas posteriormente
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8 CONCLUSIONES

Durante el proceso de extraccion de ADN metagendmico de alto peso molecular la
combinacion de diferentes procedimientos permiti® una mayor recuperacion del
genoma en los microorganismos presentes en la muestra sin comprometer
radicalmente la integridad del ADN dejando obtener un ADN de alto peso para la
construccion de las dos librerias.

El numero de clones obtenidos en las librerias organicas (1728) y en las librerias
tradicionales (5568) dependen en gran medida de factores como la cantidad y pureza
de ADN obtenido, de las caracteristicas fisicas y quimicas propias de cada
muestra,de la variabilidad de los microorganismos presentes, asi como la eficiencia
durante el proceso de clonacion y transformacion que pueden verse afectados por
factores experimentales como la eficiencia de los extractos de empaquetamiento, el
tiempo de almacenamiento del ADN entre procesos y la calidad en el proceso de
concentracion del ADN.

Se obtuvo un total de 40 fosmidos funcionales, dentro de los cuales 22 fueron
celuloliticos, 4 proteoliticos y 14 mostraron actividad de solubilizacion de fosfato, de
igual manera no se pudo evidenciar actividades para los tamizajes de xilanasas,
lipasas, amilasas, posiblemente debido a las limitaciones que se presentan para la
expresion de genes dentro de un hospedero heterdlogo.

La utilizacion de medios con una baja o ninguna presencia de fuentes de carbdn
facilmente aprovechables genera un nivel de stress que posiblemente permitio la
expresion de las proteinas buscadas.

La utilizacion del programa Newbler permitié el ensamblaje de las 85.475 secuencias
obtenidas por pirosecuenciacion dentro de un numero de contigs de tamafo variable
en donde la mayoria de las secuencias fueron ensambladas y se constituyé como el
ensamblador mas efectivo entre los tres evaluados.

La metodologia aqui planteada e implementada tiene gran utilidad para la
identificacion de secuencias provenientes de pirosecuenciacion reduciendo costos en
comparacion a las metodologias utilizadas tradicionalmente para secuenciar
muestras metagendmicas.

La calidad de las secuencias provenientes de Sanger son de gran importancia dentro
del desarrollo de esta metodologia debido a que permite una real y confiable

Pagina | 95



identificacion de las secuencias ensambladas dentro de un numero de contigs no
identificados.

La aplicacion de la aproximacion metagendmica en suelos de actividad agricola
contrastante, permitié evidenciar una gran variedad de proteinas presentes en ambas
librerias. Sin embargo, un limitante es la poca informacion dentro de las bases de
datos que en la mayoria de los casos no permite hacer asignaciones a algunas
secuencias.

La asignacion a nivel de proteina de las secuencias aqui trabajadas no presentaron
en algunos casos una concordancia con lo observado experimentalmente,
posiblemente debido a errores en la anotacion o a que la actividad es ejercida por
proteinas hipotéticas presentes dentro de las secuencias que nos indica que son
secuencias nuevas que deben ser evaluadas.

Dentro del analisis de las secuencias se evidencio la presencia de proteinas que
aunque no fueron expresadas por la maquinaria del hospedero estan presentes
dentro del contig analizado como es el caso de xilanasas, fosfatasa alcalina, lipasas
entre otras de importancia ambiental y comercial.

La mayoria de los contigs obtenidos pertenecen al dominio bacteria y fueron
clasificados en diferentes phyla representativos del suelo, donde sobresale el phylum
proteobacteria, también es de resaltar la gran cantidad de secuencias que no
pudieron ser asignadas 253 sugiriendo la presencia de grupos completamente
desconocidos hasta el momento y pueden llegar a representar en parte, una
microbiota autéctona de los cultivos de papa criolla.

Aunque permite tener una vision general, la metagendmica funcional no es la
aproximacion idonea para hacer inferencias de tipo taxondmico o filogenético en
estudios de diversidad y debe ser complementada con un estudio de diversidad
basados en marcadores moleculares como el gen ribosomal 16S.

No es posible, mediante la evaluacion de 40 clones dar una prediccion certera sobre

qué organismos estan presentes en un determinado suelo o si el tipo de manejo del
cultivo afecta su funcionalidad a nivel enzimatico, debido a que la técnica aplicada en
este trabajo esta influenciada por diferentes factores que no permiten extrapolar los
resultados a la realidad de cada habitat.

Se resalta la contribucién de esta libreria metagendmica de suelos agricolas
ubicados en un ecosistema andino neotropical, como la primera del pais my como
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repositorio a intereses futuros de bioprospeccion, que sirva para generar mas
estudios enfocados al descubrimiento de nuevas actividades.
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Se plantea estudiar a profundidad mediante la utilizacion de herramientas
protedmicas las caracteristicas bioquimicas de los clones que mostraron alguna
actividad funcional.

Para los clones que mostraron actividad pero que aun es incierta a qué gen se debe
por ser posible hipotéticos, se plantea hacer una subclonacion con insertos mas
pequefios para poder identificar de manera mas especifica que genes estan
incovlucrados con la actividad.

Se recomienda la utilizacién de vectores bidireccionales en caso de construir librerias
de insertos pequenos y sistemas heterologos alternativos en la contruccion y
evaluacion de librerias metagendémicas funcionales.

Se plantea la utilizacidon de reactivos mas sensibles en el desarrollo del tamizaje que
permita una mayor certeza de la actividad presente en el clon, debido a que pueden
detectar bajas concentraciones de la proteina de interés, ademas el desarrollo de
color durante la hidrdlisis permite tener mayor certeza de la actividad.

Es necesario hacer mejoras en la metodologia de secuenciacion masiva de clones
para obtener una mayor cobertura de secuenciacion que permita el ensamblaje total
de los clones analizados.

Generar un nuevo disefio de los iniciadores Forward y Reverse para mejorar el
anillaje, debido a que algunas secuencias obtenidas por Sanger presentaron
problemas en el anillaje de los iniciadores generando unas lecturas de mala calidad o
simplemente no generando lectura por uno de sus lados para la identificacidon de los
ensamblajes.

Generar iniciadores en la parte interna de las secuencias de los fésmidos que se
reconocieron mediante las etiquetas dentro de contigs separados con el fin de cerrar
la brecha de nucledtidos existente y completar la secuencia del fésmido para su
analisis.

Este trabajo deja bases para seguir estudiando ambientes naturales propios de
nuestro pais, de manera que permitan el descubrimiento de nuevas moléculas que
pueden ayudar a mejorar nuestros problemas ambientales, a demas de contribuir al
desarrollo biotecnoldgico del mismo.

Pagina | 98



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

10 BIBLIOGRAFIA

Aamann, R. I.,, W. Ludwig, and K.-H. Schleifer. 1995. Phylogenetic Identification and In Situ
Detection of Individual Microbial Cells without Cultivation. Microbiological Reviews 59:143—
169.

Acosta-Martinez, V., S. Dowd, Y. Sun, and V. Allen. 2008. Tag-encoded pyrosequencing
analysis of bacterial diversity in a single soil type as affected by management and land use. Soil
Biology and Biochemistry 40:2762-2770.

Agrawal, M., S. Pradeep, K. Chandraraj, Sathyanarayana, and N. Gummadi. 2005. Hydrolysis
of starch by amylase from Bacillus sp. KCA102: a statistical approach. Process Biochemistry
40:2499 - 2507.

Altschul, S. F., T. L. Madden, A. A. Schiffer, J. Zhang, Z. Zhang, W. Miller, and D. J. Lipman.
1997. "Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new generation of protein database search programs".
Nucleic Acids Res 25:3389-3402.

Allen, H. K., L. A. Moe, J. Rodbumrer, A. Gaarder, and J. Handelsman. 2008. Functional
metagenomics reveals diverse b-lactamases in a remote Alaskan soil. International Society for
Microbial Ecology 1-9.

Amman, R., and W. Ludwig. 2000. Ribosomal RNA-targeted nucleic acid probes for studies in
microbial ecology. FEMS Microbiol. Ecol 24.

Araujo, A. S. F., L. F. C. Leite, V. B. Santos, and R. F. V. Carneiro. 2009. Soil Microbial Activity
in Conventional and Organic Agricultural Systems Sustainability 1.

Arpigny, J. L., and K.-E. Jaeger. 1999. Bacterial lipolytic enzymes: classification and properties.
Biochem. J 343:177 - 183.

Babu-Khan, S., T. C. Yeo, W. L. Martin, M. R. Duron, R. D. Rogers, and A. H. Goldstein. 1995.
Cloning of a Mineral Phosphate-Solubilizing Gene from Pseudomonas cepacia. Applied and
Environmental Microbiology 61:972-978.

Bagyaraj, D. J., P. U. Krishnaraj, and S. P. S. Khanuja. 2000. Mineral phosphate solubilization:
Agronomic Implications, mechanism and Molecular Genetics. Proc. Indian natn. Sci. Acad
(PINSA):69-82.

Béja, O., L. Aravind, E. V. Koonin, M. Suzuki, A. Hadd, L. PNguyen, S. B. Jovanovich, C. M.
Gates, R. A. Feldman, J. L. Spudich, E. N. Spudich, and E. F. DelLong. 2000. Bacterial
rhodopsin: evidence for a new type of phototrophy in the sea. Science 289:1902-1906.

Bhat, M. K. 2000. Cellulases and related enzymes in biotechnology. Biotechnology Advances
18:355-383.

Bossio, D. A., K. M. Scow, N. Gunapala, and K. J. Graham. 1998. Determinants of Soil
Microbial Communities: Effects of Agricultural Management, Season, and Soil Type on
Phospholipid Fatty Acid Profiles. Microb Ecol 36:1-12.

Brennan, Y., W. N. Callen, L. Christoffersen, P. Dupree, F. Goubet, S. Healey, M. Hernandez,
M. Keller, K. Li, N. Palackal, A. Sittenfeld, G. Tamayo, S. Wells, G. P. Hazlewood, E. J. Mathur,
J. M. Short, D. E. Robertson, and B. A. Steer. 2004. Unusual Microbial Xylanases from Insect
Guts. APPLIED AND ENVIRONMENTAL MICROBIOLOGY 70:3609-36-17.

Cardenas, E., and J. M. Tiedje. 2008. New tools for discovering and characterizing microbial
diversity. Current Opinion in Biotechnology 19.

Collins, T., C. Gerday, and G. Feller. 2005. Xylanases, xylanase families and extremophilic
xylanases. FEMS Microbiology Reviews 29:3-23.

Pagina | 99



17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

Courtois, S., C. M. Cappellano, M. Ball, F.-X. Francou, P. Normand, G. r. Helynck, A. Martinez,
S. J. Kolvek, J. Hopke, M. S. Osburne, P. R. August, R. Nalin, M. Gue’rineau, P. Jeannin, P.
Simonet, and J.-L. Pernodet. 2003. Recombinant Environmental Libraries Provide Access to
Microbial Diversity for Drug Discovery from Natural Products. Applied and Environmental
Microbiology 69:49-55.

Cowan, D., Q. Meyer, W. Stafford, S. Muyanga, R. C. and, and P. Wittwer. 2005.
Metagenomic gene discovery: past, present and future. Trends in Biotechnology 23:321-329.
Coyne, M. 2000. Microbiologia del suelo: un enfoque exploratorio.

Chauthaiwale, V. M., A. Therwath, and V. a. V. Deshpande. 1992. Bacteriophage lambda as a
cloning vector. Microbiol Rev 56:577-591.

Cho, J. C, and J. M. Tiedje. 2001. Bacterial species determination from DNA-DNA
hybridization by using genome fragments and DNA microarrays. Appl Environ Microbiol
67:3677-82.

Chung, E. J., H. K. Lim, J.-C. Kim, G. J. Choi, E. J. Park, M. H. Lee, Y. R. Chung, and S.-W. Lee.
2008. Forest Soil Metagenome Gene Cluster Involved in Antifungal Activity Expression in
Escherichia coli. Applied and Environmental Microbiology 74:723-730.

Daniel, R. 2005. The Metagenomics of soil. Nature Publishing Group 3:470 - 478.

Delcher, A. L., D. Harman, S. Kasif, O. White, and S. L. Salzberg. 1999. Improved microbial
gene identification with GLIMMER. Nucleic Acids Research 27:4636-4641.

Doran, J. W. 1999. Determinants of Soil Quality and Health. Rattan Lat (Eds.). Soil Quality and
Soil Erosion:39-57.

Dubey, S. K., A. K. Tripathi, and S. N. Upadhyay. 2006. Exploration of soil bacterial
communities for their potential as bioresource. Bioresource Technology 97:2217-2224.

Elend, C., C. Schmeisser, C. Leggewie, P. Babiak, J. D. Carballeira, H. L. Steele, J.-L. Reymond,
K.-E. Jaeger, and W. R. Streit. 2006. Isolation and Biochemical Characterization of Two Novel
Metagenome-Derived Esterases. Applied and Environmental Microbiology 72:3637-3645.
Feng, Y., C.-J. Duan, H. Pang, X.-C. Mo, C.-F. Wu, Y. Yu, Y.-L. Hu, J. Wei, J.-L. Tang, and J.-X.
Feng. 2007. Cloning and identification of novel cellulase genes from uncultured
microorganisms in rabbit cecum and characterization of the expressed cellulases. Appl
Microbiol Biotechnol 75:319-328.

Ferrer, M., O. V. Golyshina, T. N.Chernikova, A. N. Khachane, D. Reyes-Duarte, V. A. P. M. D.
Santos, C. Strompl, K. Elborough, G. Jarvis, A. Neef, M. M. Yakimov, K. N.Timmis, and P. N.
Golyshin. 2005. Novel hydrolase diversity retrieved from a metagenome library of bovine
rumen microflora. Environmental Microbiology 7:1996-2010.

Finn, R. D., J. Tate, J. Mistry, P. C. Coggill, J. S. Sammut, H. R. Hotz, G. Ceric, K. Forslund, S. R.
Eddy, E. L. Sonnhammer, and A. Bateman. 2008. The Pfam protein families database. Nucleic
Acids Research 36:D281-D288

Flérez, C. J. 2001. Pautas y Prioridades en la Investigacién de la Diversidad Microbiana p. 1-4.
Inl. d. . d.R.B. A. V. Humboldt (ed.), Importancia de la DM en términos de conocimiento,
conservacién y uso sostenible, recomendando pautas de accién sobre el tema para Colombia,
Bogota- Colombia.

Gabor, E. M., W. B. L. Alkema, and D. B. Janssen. 2004. Quantifying the accessibility of the
metagenome by random expression cloning techniques. Environmental Microbiology:1-8.
Garbeva, P., J. A. v. Veen, and J. D. v. Elsas. 2004. Microbial Diversity in Soil: Selection of
Microbial Populations by Plant and Soil Type and Implications for Disease Suppressiveness.
Annu. Rev. Phytopathol 42:243-270.

Pagina | 100



34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49,

Garland, J. L., and A. L. Mills. 1991. Classification and Characterization of Heterotrophic
Microbial Communities on the Basis of Patterns of Community-Level Sole-Carbon-Source
Utilization. Applied and Environmental Microbiology 57:2351-2359.

Gilks, W. R., B. Audit, D. d. Angelis, S. Tsoka, and C. A. Ouzounis. 2005. Percolation
of annotation errors through hierarchically structured protein sequence databases.
Mathematical Biosciences 193: 223-234.,

Gillespie, D. E., S. F. Brady, A. D. Bettermann, N. P. Cianciotto, M. R. Liles, M. R. Rondon, J.
Clardy, R. M. Goodman, and J. Handelsman. 2002. Isolation of Antibiotics Turbomycin A and B
from a Metagenomic Library of Soil Microbial DNA. Applied and Environmental Microbiology
68:4301-4306.

Goosen, N., H. P. A. Horsman, R. G. M. Huinen, and P. V. d. Putte. 1989. Acinetobacter
calcoaceticus Genes Involved in Biosynthesis of the Coenzyme Pyrrolo-Quinoline-Quinone:
Nucleotide Sequence and Expression in Escherichia coli K-12. Journal of Bacteriology 171:447-
455,

Graham, J. H., N. C. Hodge, and J. B. Morton. 1995. Fatty Acid Methyl Ester Profiles for
Characterization of Glomalean Fungi and Their Endomycorrhizae. Applied and Environmental
Microbiology 61:58-64.

Greene, E. A., and G. Voordouw. 2003. Analysis of environmental microbial communities by
reverse sample genome probing. Journal of Microbiological Methods 53:211 - 219.

Gupta, R,, Q. K. Beg, and P. Lorenz. 2002. Bacterial alkaline proteases: molecular approaches
and industrial applications. Appl Microbiol Biotechnol 59:15-32.

Han, S. J., Y. J. Yoo, and H. S. Kang. 1995. Characterization of a Bifunctional Cellulase and Its
Structural Gene The cel Gene of Bacillus SP. D04 HAS EXO- and endoglucanase activity. The
Journal of Biological Chemistry 270:26012 - 260109.

Handelsman, J. 2004. Metagenomics: Application of Genomics to Uncultured Microorganisms.
Microbiology and Molecular Biology Reviews 68:669-685.

Handelsman, J., M. R. Rondon, S. F. Brady, J. Clardy, and R. M. Goodman. 1998. Molecular
biological access to the chemistry of unknown soil microbes: a new frontier for natural
products. Chemistry & Biology 5:245-249.

Hariprasad, P., and S. R. Niranjana. 2009. Isolation and characterization of phosphate
solubilizing rhizobacteria to improve plant health of tomato. Plant Soil 316:13-24.
Harnpicharnchai, P., T. Thongaram, V. C. R. Sriprang, S. Tanapongpipat, and L. Eurwilaichitr.
2007. An efficient purification and fractionation of genomic DNA from soil by modified
troughing method. Letters in Applied Microbiology 45:387-391.

Harry, M., B. Gambier, Y. Bourezgui, and E. Garnier-Sillam. 1999. Evaluation of purification
procedures for DNA extracted from organic rich samples: Interference with humic substances.
Analusis 27:439-442.

Hasan, F., A. A. Shah, and A. Hameed. 2006. Industrial applications of microbial lipases.
Enzyme and Microbial Technology 39:235-251.

Hellemond, E. W. v., D. B. Janssen, and M. W. Fraaije. 2007. Discovery of a Novel Styrene
Monooxygenase Originating from the Metagenome. APPLIED AND ENVIRONMENTAL
MICROBIOLOGY 73:5832-5839.

Henne, A., R. a. Schmitz, M. Bomeke, G. Gottschalk, and R. Daniel. 2000. Screening of
Environmental DNA Libraries for the Presence of Genes Conferring Lipolytic Activity on
Escherichia coli. Applied And Environmental Microbiology 66:3113-3116.

Pagina | 101



50.

51.

52.

53.

54,

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

Hernandez, M. T., C. Chocano, J. M. d. Aguilar, D. Gonzadlez, and C. Garcia. 2006. INCIDENCIA
DE ENMIENDAS ORGANICAS SOBRE LA CALIDAD DEL SUELO EN CIRUELO ECOLOGICO, VI
Congreso SEAE Zaragoza.

Hoff, K. J., T. Lingner, P. Meinicke, and M. Tech. 2009. Orphelia: predicting genes in
metagenomic sequencing reads. Nucleic Acids Research 37:101-105.

HONG, K. S., H. K. LIM, E. J. CHUNG, E. J. PARK, M. H. LEE, J.-C. KIM, G. J. CHOI, K. Y. CHO,
and S.-W. LEE. 2007. Selection and Characterization of Forest Soil Metagenome Genes
Encoding Lipolytic Enzymes. J. Microbiol. Biotechnol 17:1655-1660.

Hoster, F., J. E. Schmitz, and R. Daniel. 2004. Enrichment of chitinolytic microorganisms:
isolation and characterization of a chitinase exhibiting antifungal activity against
phytopathogenic fungi from a novel Streptomyces strain. Appl. Microbiol. Biotech 66:434—
442.

Hu, Y., G. Zhang, A. Li, J. Chen, and L. Ma. 2008. Cloning and enzymatic characterization of a
xylanase gene from a soil-derived metagenomic library with an efficient approach. Appl
Microbiol Biotechnol 80:823-830.

Huson, D. H., A. Auch, J. Qui, and S. C. Schuster. 2007. Megan Analysis of Metagenome Data.
Genome Research 17:377-386.

lzquierdo, C. G., and T. H. Fernandez. 2004. Importancia de la medida de Ila actividad
microbiana en suelos y materiales organicos, ECO-Biologia del Suelo y el compost Ledn.
Jaeger, K.-E., and T. Eggert. 2002. Lipases for biotechnology. Current Opinion in Biotechnology
13:390-397.

Jalal, A., N. Rashid, N. Rasool, and M. Akhtar. 2009. Gene cloning and characterization of a
xylanase from a newly isolated Bacillus subtilis strain R5. Journal of Bioscience and
Bioengineering 107:360-365.

Jiang, Z., H. Wang, Y. Ma, and D. Wei. 2006. Characterization of two novel lipase genes
isolated directly from environmental sample. Appl Microbiol Biotechnol 70:327-332.

Jones, W. J. 2009. High-Throughput Sequencing and Metagenomics. Technological Advance:1-
9.

Kandra, L. 2003. a-Amylases of medical and industrial importance. . Journal of Molecular
Structure 666 - 667:487 - 498.

Kasana, R. C., R. Salwan, H. Dhar, S. Dutt, and A. Gulati. 2008. A Rapid and Easy Method for
the Detection of Microbial Cellulases on Agar Plates Using Gram’s lodine. Current
Microbiology 57:503 - 507.

Kauffmann, I. M., J. Schmitt, and R. D. Schmid. 2004. Isolation from soil samples for cloning in
different hosts. Appl Microbiol Biotechnology Advances 64:665-670.

Kielak, A., A. S. Pijl, J. A. van Veen, and G. A. Kowalchuk. 2009. Phylogenetic diversity of
Acidobacteria in a former agricultural soil. ISME J 3:378-82.

Kim, S.-J., C.-M. Lee, B.-R. Han, M.-Y. Kim, Y.-S. Yeo, S.-H. Yoon, B.-S. Koo, and H.-K. Jun.
2008. Characterization of a gene encoding cellulase fromuncultured soil bacteria. Research
Letter 282:44-51.

Kim, Y.-J., G.-S. Choi, S.-B. Kim, G.-S. Yoon, Y.-S. Kim, and Y.-W. Ryu. 2005. Screening and
characterization of a novel esterase from a metagenomic library. Protein Expression and
Purification 45:315-323.

Kim, Y.-J., G.-S. Choi, S.-B. Kim, G.-S. Yoon, Y.-S. Kim, and Y.-W. Ryu. 2006.
Screening and characterization of a novel esterase from a metagenomic library. Protein
Expression and PuriWcation 45:315-323.

Pagina | 102



68.

69.

70.
71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

Kirk, J. L., L. A. Beaudette, M. Hart, P. Moutoglis, J. N. Klironomo, H. Lee, and J. T. Trevors.
2004. Methods of studying soil microbial diversity. Journal of Microbiological Methods 58:169-
188.

Knietsch, A., T. Waschkowitz, S. Bowien, A. Henne, and R. Daniel. 2003. Construction and
Screening of Metagenomic Libraries Derived from Enrichment Cultures: Generation of a Gene
Bank for Genes Conferring Alcohol Oxidoreductase Activity on Escherichia coli. Applied and
Environmental Microbiology 69:1408-1416.

Konrad, M., and K. Ernest. 2000. Principios de Nutricion Vegetal, 4 edicion 1987 ed.

Konrad, M., and K. Ernest. 2000. Principios de Nutricion Vegetal, 4 ed. Editor International
potash Institute Switzerland 2000.

Krishnaraj, P. U., and A. H. Goldstein. 2001. Cloning of a Serratia marcescens DNA fragment
that induces quinoprotein glucose dehydrogenase-mediated gluconic acid production in
Escherichia coli in the presence of stationary phase Serratia marcescens. FEMS Microbiology
Letters 205:215-220.

L"ammle, K., H. Zipper, M. Breuer, B. Hauer, C. Buta, H. Brunner, and S. Rupp. 2007.
Identification of novel enzymes with different hydrolytic activities by metagenome expression
cloning. Journal of Biotechnology 127:575-592.

Lee, D.-G., J. H. Jeon, M. K. Jang, N. Y. Kim, J. H. Lee, J.-H. Lee, S.-J. Kim, G.-D. Kim, and S.-H.
Lee. 2007. Screening and characterization of a novel fibrinolytic metalloprotease from a
metagenomic library. Biotechnol Lett 29:465-472.

Lee, S.-W., K. Won, H. K. Lim, J.-C. Kim, G. J. Choi, and K. Y. Cho. 2004. Screening for novel
lipolytic enzymes from uncultured soil microorganisms. Appl Microbiol Biotechnol 65:720-726.
Lee, Y.-J., B.-K. Kim, B.-H. Lee, K.-l. Jo, N.-K. Lee, C.-H. Chung, Y.-C. Lee, and J.-W. Lee. 2008.
Purification and characterization of cellulase produced by Bacillus amyoliquefaciens DL-3
utilizing rice hull. Bioresource Technology 99:378-386.

Leggewie, C., H. Henning, C. Schmeisser, W. R. Streit, and K.-E. Jaeger. 2006. A novel
transposon for functional expression of DNA libraries. Journal of Biotechnology 123:281-287.
Liles, M. R,, L. L. Williamson, J. Rodbumrer, V. Torsvik, R. M. Goodman, and J. Handelsman.
2008. Recovery, Purification, and Cloning of High-Molecular-Weight DNA from Soil
Microorganisms. Applied and Environmental Microbiology 74:3302-3305.

Liu, S.-t., L.-y. Lee, C.-y. Tai, C.-h. Hung, Y.-s. Chang, J. h. Wolfram, R. Rogers, and A. h.
Goldstein. 1992. Cloning of an Erwinia herbicola Gene Necessary for Gluconic Acid Production
and Enhanced Mineral Phosphate Solubilization in Escherichia coli HB101: Nucleotide
Sequence and Probable Involvement in Biosynthesis of the Coenzyme Pyrroloquinoline
Quinone. Journal Of Bacteriology 174:5814-5819.

Lukashin, A. V., and M. Borodovsky. 1998. GeneMark.hmm: new solutions for gene finding.
Nucleic Acids Research 26:1107-1115.

Lynd, L. R., P. J. Weimer, W. H. v. Zyl, and I. S. Pretorius. 2002. Microbial Cellulose Utilization:
Fundamentals and Biotechnology. Microbiology and Molecular Biology Reviews 66:506 - 577.
MacNeil, I. A., C. L. Tiong, C. Minor, P. R. August, T. H. Grossman, K. A. Loiacono, B. A. Lynch,
T. Phillips, S. Narula, R. Sundaramoorthi, A. Tyler6, T. Aldredge, H. Long, M. Gilman, D. Holt,
and M. S. Osburne. 2001. Expression and Isolation of Antimicrobial Small Molecules from Soil
DNA Libraries. J. Mol. Microbiol. Biotechnol 3:301-308.

Mardis, E. R. 2008. Next-generation DNA sequencing methods. Annual Review of Genomics
and Human Genetics 9:387-402.

Pagina | 103



84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

Martinez, A., S. J. Kolvek, C. L. T. Yip, J. Hopke, K. A. Brown, I. A. MacNeil, and M. S. Osburne.
2004. Genetically modified bacterial strains and novel bacterial artificial chromosome shuttle
vectors for constructing environmental libraries and detecting heterologous natural products
in multiple expression hosts. Appl Environ Microbiol Rev 70:2452,2463.

Mehta, S., and C. S. Nautiyal. 2001. An Efficient Method for Qualitative Screening of
Phosphate-Solubilizing Bacteria. Current Microbiology 43:51-56.

Meyer, F., D. Paarmann, M. D'Souza, R. Olson, E. Glass, M. Kubal, T. Paczian, A. Rodriguez, R.
Stevens, A. Wilke, J. Wilkening, and R. Edwards. 2008. The metagenomics RAST server — a
public resource for the automatic phylogenetic and functional analysis of metagenomes. BMC
Bioinformatics 9:1-8.

Michelle, R., G. Robert, and H. Jo. 1999. The Earth’s bounty: assessing and accessing soil
microbial diversity. Trends Biotech 17:403-409.

Myers, E. W., G. G. Sutton, A. L. Delcher, I. M. Dew, D. P. Fasulo, M. J. Flanigan, S. A. Kravitz,
C. M. Mobarry, K. H. J. Reinert, K. A. Remington, E. L. Anson, R. A. Bolanos, H.-H. Chou, C. M.
Jordan, A. L. Halpern, S. Lonardi, E. M. Beasley, R. C. Brandon, L. Chen, P. J. Dunn, Z. Lai, Y.
Liang, D. R. Nusskern, M. Zhan, Q. Zhang, X. Zheng, G. M. Rubin, M. D. Adams, and J. C.
Venter. 2000. A whole- Genome Assembly of Drosophila. Science 287:2196-2204.

Nielsen, J. E.,, and T. V. Borchert. 2000. Protein engineering of bacterial K-amylases.
Biochimica et Biophysica Acta 1543:253 - 274.

Nogales, B. 2005. La microbiologia del suelo en la era de la biologia molecular: descubriendo
la punta del iceberg. Ecosistemas 14:41-51.

Noyola, T. P,, and O. P. Avalos. 2002. Celulasas y xilanasas en la industria. Avance y
Perspectiva 21:273-277.

Ohmiya, K., K. Sakka, T. A. Kimura, and K. Morimoto. 2003. Application of Microbial Genes to
Recalcitrant Biomass Utilizacién and Enviromental Conservation. Journal o Bioscience and
Bioengineering 95:549-561.

Onsori, H.,, M. R. Zamani, M. Motallebi, and N. Zarghami. 2005. Identification of over
producer strain of endo -1,4-glucanase in Aspergillus Species: Characterization of crude
carboxymethyl cellulase. African Journal of Biotechnology 4:26 - 30.

@vreas, L., and V. Torsvik. 1998. Microbial Diversity and Community Structure in Two
Different Agricultural Soil Communities. Microb Ecol 36:303—-315.

Porteous, L. A., and J. L. Armstrong. 1991. Recovery of bulk DNA from soil by a rapid, small-
scale extraction method. Curr. Microbiol 22:345-348.

Raaijmakers, J. M., D. M. Weller, and L. S. Thomashow. 1997. Frequency of antibiotic-
producing Pseudomonas spp. in natural environments. Applied and Environmental
Microbiology 63:881-887

Ranjan, R,, A. Grover, R. K. Kapardar, and R. Sharma. 2005. Isolation of novel lipolytic
genes from uncultured bacteria of pond water. Biochemical and Biophysical Research
Communications 335:57-65.

Ranjard, L., and A. Richaume. 2001. Quantitative and qualitative microscale distribution of
bacteria in soil. Res. Microbiol. 152:707-716.

Rao, M. B., A. M. Tanksale, M. S. Ghatge, and V. V. Deshpande. 1998. Molecular and
Biotechnological Aspects of Microbial Proteases. Microbiology and Molecular Biology Reviews
62:597-635.

Rawlings, N. D., D. P. Tolle, and A. J. Barrett. 2004. MEROPS: the peptidase database, Nucleic
Acids. Res. Microbiol. 32:D160-D164.

Pagina | 104



101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

108.

109.

110.

111.

112.

113.

114.

115.

Rees, H. C,, S. Grant, B. Jones, W. D. Grant, and S. Heaphy. 2003. Detecting cellulase and
esterase enzyme activities encoded by novel genes present in environmental DNA libraries.
Extremophiles 7:415-421.

Rhee, J.-K., D.-G. Ahn, Y.-G. Kim, and J.-W. Oh. 2005. New Thermophilic and Thermostable
Esterase with Sequence Similarity to the Hormone-Sensitive Lipase Family, Cloned from a
Metagenomic Library. APPLIED AND ENVIRONMENTAL MICROBIOLOGY 71:817-825.
Richardson, T. H., X. Tan, G. Frey, W. Callen, Mark Cabell, D. Lam, J. Macomber, J. M. Short,
D. E. Robertson, and a. C. Miller. 2002. A Novel, High Performance Enzyme for Starch
Liquefaction Discovery and Optimization of a Low pH, Thermostable -Amylase. The Jurnal of
Biological Chemestry Vol. 277:26501-26507.

Rodriguez, H., and R. Fraga. 1999. Phosphate solubilizing bacteria and their role in plant
growth promotion. Biotechnology Advances 17:319-339.

Roesch, L. F., R. R. Fulthorpe, A. Riva, G. Casella, A. K. Hadwin, A. D. Kent, S. H. Daroub, F. A.
Camargo, W. G. Farmerie8, and E. W. Triplett. 2007. Pyrosequencing enumerates and
contrasts soil microbial diversity. The ISME Journal 1: 283-290.

Roesch, L. F., R. R. Fulthorpe, A. Riva, G. Casella, A. K. Hadwin, A. D. Kent, S. H. Daroub, F. A.
Camargo, W. G. Farmerie, and E. W. Triplett. 2007. Pyrosequencing enumerates and
contrasts soil microbial diversity. ISME J 1:283-90.

Rolf, D. 2004. The soil metagenome - a rich resource for the discovery of novel natural
products. Current Opinion in Biotechnology 15:199-204.

RONDON, M. R., P. R. AUGUST, A. D. BETTERMANN, S. F. BRADY, T. H. GROSSMAN, M. R.
LILES, K. A. LOIACONO, B. A. LYNCH, I. A. MACNEIL, C. MINOR, C. L. TIONG, M. GILMAN, M. S.
OSBURNE, J. CLARDY, J. HANDELSMAN, and R. M. GOODMAN. 2000. Cloning the Soil
Metagenome: a Strategy for Accessing the Genetic and Functional Diversity of Uncultured
Microorganisms. APPLIED AND ENVIRONMENTAL MICROBIOLOGY 66:2541-2547.

Rondon, M. R,, P. R. August, A. D. Bettermann, S. F. Brady, T. H. Grossman, M. R. Liles, K. A.
Loiacono, B. A. Lynch, I. A. Macneil, C. Minor, C. |. Tiong, M. Gilman, M. S. Osburne, J. Clardy,
J. Handelsman, and R. M. Goodman. 2000. Cloning the Soil Metagenome: a Strategy for
Accessing the Genetic and Functional Diversity of Uncultured Microorganisms. Applied And
Environmental Microbiology 66:2541-2547.

Sanchez-Herrera, L. M., A. C. RamosValdivia, M. d. I. Torre, L. M. Salgado, and T. P. Noyola.
2007. Differential expression of cellulases and xylanasesnby Cellulomonas flavigena grown on
different carbon sources. Appl Microbiol Biotechnol 77:589-595.

Schloss, P. D., and J. Handelsman. 2003. Biotechnological prospects from metagenomics.
Current Opinion in Biotechnology 14:303—-310.

Schloss, P. D., and J. Handelsman. 2003. Biotechnological prospects from metagenomics.
Current Opinion in Biotechnology 14:303-310.

Schmeisser, C., H. Steele, and W. R. Streit. 2007. Metagenomics, biotechnology with non-
culturable microbes. Appl Microbiol Biotechnol 75:955-962.

Sharma, P., H. Kumari, M. Kumar, M. Verma, K. Kumari, S. Malhotra, J. Khurana, and R. Lal.
2008. From bacterial genomics to metagenomics: concept, tools and recent advances. Indian J.
Microbiol. 48:173-194.

Shen, B,, L. Du, C. Sanchez, D. J. Edwards, M. Chen, and J. M. Murrell. 2001. The biosynthetic
gene cluster for the anticancer drug bleomycin from Streptomyces verticillus ATCC15003 as a
model for hybrid peptide-polyketide natural product biosynthesis. Journal of Industrial
Microbiology & Biotechnology 27:378-385.

Pagina | 105



116.

117.

118.

119.

120.

121.

122.

123.

124.

125.

126.

127.

128.

129.

130.

131.

132.

Shen, H.-B., and K.-C. Chou. 2009. Identification of proteases and their types. Analytical
Biochemistry 385:153-160.

Siciliano, S. D., and J. J. Germida. 1998. Biolog analysis and fatty acid methyl ester profiles
indicate that Pseudomona inoculants that promote phytoremediation alter the root-
associated microbial community of Bromus biebersteinii. Soil Biol. Biochem 30:1717-1723.
Singh, J., A. Behal, N. Singla, A. Joshi, N. Birbian, S. Singh, V. Bali, and N. Batra. 2009.
Metagenomics: Concept, methodology, ecological inference and recent advances.
Biotechnology Journal 4:480-494.

Sleator, R. D., C. Shortall, and C. Hill. 2008. Metagenomics. Letters in Applied Microbiology
47:361-366.

Smit, E., P. Leeflang, S. Gommans, J. V. D. Broek, S. V. Mil, and K. Wernars. 2001. Diversity
and Seasonal Fluctuations of the Dominant Members of the Bacterial Soil Community in a
Wheat Field as Determined by Cultivation and Molecular Methods. Applied and environmental
microbiology 672284-229.

Stader, J. 1995. Gene expression in recombinant Escherichia coli, p. 1-51. In A. Smith (ed.),
Gene Expression in Recombinant Microorganisms, Marcel Dekker, Inc., New York

Steele, H., and S. Wolfgang. 2005. Metagenomics: Advances in ecology and biotechno. FEMS
Microbiology Letters 247:105-111.

Steele, H. L., K.-E. Jaeger, R. Daniel, and W. R. Streit. 2009. Advances in Recovery of Novel
Biocatalysts from Metagenomes. J Mol Microbiol Biotechnol 16:25-37.

Stevenson, F. J., and M. A. Cole. 1999. Cycles of Soil : Carbon, Nitrogen, Phosphorus, Sulfur,
Micronutrients, Second ed.

Stites, T. E., T. R. Sih, and R. B. Rucker. 2000. Synthesis of [14C]pyrroloquinoline quinone
(PQQ) in E. coli using genes for PQQ synthesis from K. pneumoniae. Biochimica et Biophysica
Acta 1524:247 - 252.

Streit, W., and R. Schmitz. 2004. Metagenomics - the key to the uncultured microbes. Current
Opinion in Microbiology 7:492-498

Suenaga, H., T. Ohnuki, and K. Miyazaki. 2007. Functional screening of a metagenomic library
for genes involved in microbial degradation of aromatic compounds. Environmental
Microbiology 9:2289-2297.

Tabacchioni, S., L. Chiarini, A. Bevivino, C. Cantale, and C. Dalmastri. 2000. Bias Caused by
Using Different Isolation Media for Assessing the Genetic Diversity of a Natural Microbial
Population. Microb. Ecol. 40: 169- 176.

Tebbe, C. C., and W. Vahjen. 1993. Interference of Humic Acids and DNA Extracted Directly
from Soil in Detection and Transformation of Recombinant DNA from Bacteria and a Yeast.
Applied and Environmental Microbiology, 59:2657-2665.

Tiedje, J. M., S. Asuming-Brempong, K. Nusslein, T. L. Marsh, and S. J. Flynn. 1999. Opening
the black box of soil microbial diversity. Appl. Soil Ecol 13:109-122.

Tirawongsaroj, P., R. Sriprang, P. Harnpicharnchai, T. Thongaram, V. Champreda, S.
Tanapongpipat, K. Pootanakit, and L. Eurwilaichitr. 2008. Novel thermophilic and
thermostable lipolytic enzymes from a Thailand hot spring metagenomic library. Journal of
Biotechnology 133:42-49.

Torsvik, V., F. L. Daae, R.-A. Sandaa, and L. @vrea®s. 1998. Novel techniques for analysing
microbial diversity in natural and perturbed environments. Journal of Biotechnology 64:53-62.

Pagina | 106



133.

134.

135.

136.

137.

138.

139.

140.

141.

142.

143.

144.

145.

146.

147.

148.

Torsvik, V., and L. @vreds. 2002. Microbial diversity and function in soil: from genes to
ecosystems. Current Opinion in Microbiology 5:240-245.

Trevors, J. T., H. Lee, and S. Cook. 1992. Direct extraction of DNA from soil. Releases 1.

Tsai, Y.-l., and B. O. Olson. 1992. Rapid Method for Separation of Bacterial DNA from Humic
Substances in Sediments for Polymerase Chain Reaction. Applied And Environmental
Microbiology 58:2292-2295.

Tyson, G., J. Chapman, P. Hugenholtz, E. Allen, R. Ram, P. Richardson, V. Solovyev, E. Rubin,
D. Rokhsar, and J. Banfield. 2004. Community structure and metabolism through
reconstruction of microbial genomes from the environment. Nature 4:437-43.

Tyson, G. W., J. Chapman, P. Hugenholtz, E. E. Allen, R. J. Ram, P. M. Richardson, Victor V.
Solovyev, E. M. Rubin, D. S. Rokhsar, and J. F. Banfield. 2004. Community structure and
metabolism through reconstruction of microbial genomes from the environment. Nature
Publishing Group 428.

Venter, J. C., K. Remington, J. F. Heidelberg, A. L. Halpern, D. Rusch, J. A. Eisen, D. Wu, I.
Paulsen, K. E. Nelson, W. Nelson, D. E. Fouts, S. Levy, A. H. Knap, M. W. Lomas, K. Nealson,
O. White, J. Peterson, J. Hoffman, R. Parsons, H. Baden-Tillson, C. Pfannkoch, Y.-H. Rogers,
and H. O. Smith. 2004. Environmental Genome Shotgun Sequencing of the Sargasso Sea
Science 304:66-74.

Vieites, J. M., M.-E. Guazzaroni, A. Beloqui, P. N. Golyshin, and M. Ferrer. 2009.
Metagenomics approaches in systems microbiology. FEMS Microbiol Rev 33:236-255.

Voget, S., C. Leggewie, A. Uesbeck, C. Raasch, K.-E. Jaeger, and W. R. Streit. 2003.
Prospecting for Novel Biocatalysts in a Soil Metagenome. Applied And Environmental
Microbiology 69:6235 - 6242.

Voget, S., H. L. Steele, and W. R. Streit. 2006. Characterization of a metagenome-derived
halotolerant cellulase. Journal of Biotechnology 126:26-36.

Wang, F., FanLi, GuanjunChen, and WeifengLiu. 2006. Isolation and characterization of novel
cellulase genes from uncultured microorganisms in different environmental niches Microbiol
Res 1-8.

Wang, G., E. Graziani, B. Waters, W. Pan, X. Li, J. McDermott, G. Meurer, G. Saxena, R.
Andersen, and J. Davies. 2000. Novel natural products from soil DNA libraries in a
streptomycete host. Org Lett 2:2401-2404.

Wei, P., L. Bai, W. Song, and G. Hao. 2009. Characterization of two soil metagenome-derived
lipases with high speciWcity for p-nitrophenyl palmitate. Arch Microbiol 191:233-240.
Wintzingerode, F. v., U. B. Goébel, and E. Stackebrandt. 1997. Determination of microbial
diversity in environmental samples: pitfalls of PCR-based rRNA analysis. FEMS Microbiology
Reviews 21:213-229.

Yao, H., Z. He, M. J. Wilson, and C. D. Campbell. 2000. Microbial Biomass and Community
Structure in a Sequence of Soils with Increasing Fertility and Changing Land Use. Microbial
Ecology 40:223-237.

Yun, J.,, S. Kang, S. Park, H. Yoon, M.-J. Kim, S. Heu, and S. Ryu. 2004. Characterization of a
Novel Amylolytic Enzyme Encoded by a Gene from a Soil-Derived Metagenomic Library.
Applied And Environmental Microbiology 70:7229-7235.

Zak, J. C.,, M. R. Willig, D. L. Moorhead, and H. G. Wildman. 1994. Accelerated paper:
functional diversity of microbial communities: a quantitative approach. Soil Biol. Biochem
26:1101-1108.

Pagina | 107



149.  Zhou, C,, J. Bai, S. Deng, J. Wang, J. Zhu, M. Wu, and W. Wang. 2008. Cloning of a xylanase
gene from Aspergillus usamii and its expression in Escherichia coli. Bioresource Technology
99:831-838.

150. Zhou, J., M. A. Bruns, and J. M. Tiedje. 1996. DNA Recovery from Soils of Diverse
Composition. Applied And Environmental Microbiology 62:316-322.

Pagina | 108



11 ANEXOS

ANEXO 1

PROTOCOLO MODIFICADO PARA EXTRACCION DE ADN DE SUELOS DE ALTO PESO
MOLECULAR

El DNA se extrajo de 8 g de suelo por el UltraClean Mega Soil DNA kit de laboratorios
MO BIO.

Ajustar el bafio termostatado a 65°C antes de iniciar.

Agregar 8g de suelo a un tubo Falcon de 50ml, adicionar 15ml de Bead solution, este
es un Buffer que dispersa las particulas del suelo y disuelve acidos humicos.

Hacer vortex por inversion del tubo durante 1 minuto, hasta que se homogenice.

Agregar a este tubo las perlas que vienen en el kit, agitar por inversion durante 1 min,
hasta homogenizar bien la muestra, este es el primer paso para el procedimiento de
lisis.

Adicionar 1.2 ml de solucidén S1 y agitar por invertir el tubo durante 30 segundos.
Esta solucion contiene SDS, detergente que ayuda a la lisis celular, rompe acidos
grasos Y lipidos asociados con la membrana celular de varios organismos. Colocar el
tubo a 60°C por 15min. Transcurrido este tiempo sacar el tubo y agitar suavemente
por 1min, y regresar el tubo a 60°C por otros 5 minutos, repetir este procedimiento
una vez mas.

Adicionar 4ml de solucién /RS (Solucién para remover inhibidores). Este reactivo esta
disefiado para precipitar acidos humicos y otros inhibidores de PCR. Agitar en forma
uniforme y de forma circular para mezclar y se vuelve a colocar a 60°C durante otros
5min

Centrifugar a 3500xg por 6 min. En este paso las particulas de restos celulares,
acidos humicos forman un pellet y el DNA queda en el sobrenadante, en este paso se
combina la lisis quimica con la lisis mecanica.

Transferir el sobrenadante a un tubo de centrifuga limpio. Para transferir este
sobrenadante es necesario utilizar una punta de 1 ml cortando un pequefo pedazo de
la punta.
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Adicionar 2ml de Solucibn S2 para precipitar proteinas se invirtio el tubo
cuidadosamente. Esta solucion es un reactivo que precipita proteinas, que pueden
alterar la pureza del DNA. Incubar a 4°C por 2 horas y Centrifugue 3500xg por 6 min.
Descarte el pellet y pasar el sobrenadante a un tubo limpio,. Este pellet contiene
restos de células, acido humico y proteinas

Adicionar 30 ml de solucion S3 al sobrenandante y mezclar por inversion. La solucion
S3 es una solucion de sales que se unen al ADN, permitiendo que se una a la silica
en presencia de altas concentraciones de sal

En un filtro colocar parte del sobrenadante y centrifugar a 3500x g por 6 min,
descartar el flujo y adicionar el resto del sobrenadante que queda en el mismo filtro y
centrifugar nuevamente a 3500xg por 6 min. Descarte el sobrenadante. ElI ADN se
une selectivmente a la membrana de silica en el filtro de Spin, mientras todos los
contaminantes pasan a través del filtro de la membrana

Adicionar 6 ml de solucidon S4 dejar reposar por 1min y centrifugar por 6min a 3500x
g. La solucion S4 es basada en etanol, es una solucién de lavado utilizada para lavar
el DNA que se encuentra unido a la membrana de filtro de silica. Esta solucion
remueve residuos de sales acidos humicos y otros contaminantes.

Remover el filtro Spin y descartar el flujo, el cual contiene la solucién de lavado y los
contaminantes que no se unen a la membrana.

Colocar el filtro Spin y centrifugar de nuevo durante 3min a 3500xg, este paso
remueve residuos de la solucion S4, con cuidado pasar el filtro Spin a un nuevo tubo
limpio, teniendo en cuenta llevarse nada de la solucion S4 sobre el filtro Spin.

Adicionar 4ml de la solucion S5 al centro de la membrana del filtro Spin, verificar que
la membrana se humedezca completamente por lo que hay que dejar reposando
durante 5 a 10min, la solucion S5 es un Buffer de elucién estéril.

Centrifugar por 3 min 3500xg posteriormente adicione otros 4ml y centrifugar
nuevamente para sacar el DNA que pueda quedar unido a la silice.

El ADN es liberado de la silice y posteriormente pasa a ser concentrado.
CONCENTRACION DEL DNA

Si el volumen final es de 8ml adicione 0.32 ml de NaCl 5M y mezcle, luego adicione
16 ml de etanol frio al 100%, mezcle centrifugue a 3500xg por 30 min, decante todo el
liquido y deje secar el etanol al ambiente. Resuspenda el DNA precipitado en el
volumen deseado con la solucién S5.
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ANEXO 2

Protocolo de limpieza del ADN mediante el kit Ultraclean ™ Soil DNA Isolation (MO
BIO Laboratories)

Adicionar 3 volumenes de GelBind, a la solucién que contiene el ADN.

Agitar la reaccion por inversion suave, para garantizar que se mezcle ya que la
mezcla de las sales es requerida para la unién del ADN.

Adicionar la mezcla con una punta de 1ml cortada en la punta a un filtro Spin, en
donde se va a filtrar los contaminantes y retener el ADN.

Cerrar el filtro y centrifugar durante 10 segundos a 10.000xg, descartar el flujo y
colocar el filtro en el mismo tubo.

Adicionar 300yl del Buffer GelWash reposar la mezcla durante 5 min y centrifugar por
10seg a 10,000xg

Descartar el flujo y centrifugar nuevamente durante 30 segundos a 10,000xg,
sacando con una ultima centrifugacion el completo residuo de etanol

Transferir el filtro a otro tubo limpio y adicionar 30ul de Buffer de elucion (10mM Tris)
sobre el centro de la columna dejar reposar durante 10 min y centrifuga 2 min a
10000xg, repetir este paso nuevamente para asegurar que todo el ADN a sido
retirado del filtro.

Verificar la pureza y el tamano luego del paso por columna correr las muestras en gel
de agarosa al 0,8% por 16h a 30v.
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ANEXO 3
CONSTRUCCION DE LAS LIBERIAS METAGENOMICAS

Esquema de procedimientos realizados para la construccion de las librerias, el
simbolo asteristico sefiala los cambios hechos al protocolo original
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ANEXO 4
PROTOCOLO DE PURIFICACION DNA FOSMIDICO DE 1.5 ml DE CULTIVO

Determinar la densidad 6ptica de las células cultivadas la cual debe estar en 3 a 4
para maximizar la produccion de ADN, generar el pellet de las células inducidas y
adicionar 200ul de la FosmidMAX Solucién 1, resuspender completamente el pellet.

Adicionar 600ul de FosmidMAX Solucion 2, e invertir el tubo 2-3 veces suavemente,
la reaccion de lisis no excede de 5 minutos. Adicionar 400 ul de FosmidMAX
Solucién 3, mezclar por inversién 2-3 veces suavemente el tubo, un precipitado
blanco se forma dentro del tubo.

Incubar durante 30min sobre hielo, posteriormente centrifugar durante 20 min a
15000x g a 4°C,repetir este paso una vez mas para peletear los residuos que quedan
sueltos.

Transferir el sobrenadante a un tubo de microcentrifuga, teniendo cuidado de no
tomar el precipitado blanco, adicionar 0,6 volumenes de isopropanol al sobrenadante
y mezclar por inversion suave. Centrifugar a maxima velocidad por 15min a 4°C,
cuidadosamente. Extraer el isopropanol y realizar una corta centrifugacion para sacar
los residuos de isopropanol

Dejar secar el pellet al aire un tiempo minimo de 4min y resuspender en 250ul de
FosmidMAX solucién 4 frio, mezclar por agitacion circular del tubo e incubar esta
reaccion por 15min sobre hielo, centrifugar el tubo a maxima velocidad por 15min a
4°C, y cuidadosamente extraer el sobrenadante colocar en otro tubo nuevo, sin
romper el pellet.

Adicionar 1ml de etanol absoluto y mezclar por agitacién suave, posteriormente
precipitear el ADN por centrifugacién a maxima velocidad por 30min a 4°C, retire el
etanol sin romper el pellet y realice una segunda centrifugacién de 10min a maxima
velocidad para sacar el exceso de etanol.

Dejar secar el pellet a temperatura ambiente por no mas de 4min, y resuspender en
25ul de Buffer TE, dejear 10min a temperatura ambiente para que el pellet se suelte.
Adicionar 1ul de RNasa RiboShredder diluida a el tubo, mezclar la reaccién e incubar
a 37°C durante 30 min. Cuantificar el ADN y correr una muestra en gel de agarosa al
0,8% 16h a 30v, guardar el ADN restante -20°C.
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ANEXO 5

EVALUACION DE LA EFICIENCIA DE LOS EXTRACTOS DE
EMPAQUETAMIENTO

a) b)

Se muestran las diferentes diluciones a) 102, b) 10“ ¢) 10 d) 107, realizadas con la
células de E. coli LE392MP sensibles a Lambda, como control de los extractos de
empaquetamiento MaxPlax "™ Lambda Packaging Extracts.
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ANEXO 6

IMAGENES DE LOS CLONES POSITIVOS DENTRO DE LOS TAMIZAJES
FUNCIONALES

Este grafico muestra algunos de los clones positivos obtenidos dentro de las librerias
metagenodmicas de suelos de papa criolla(Solanum phureja) a) clon celulolitico
tamizaje de 96 pozos en medio CMC b) clones celuloliticos tamizaje 384 pozos medio
CMC c) clon proteolitico tamizaje de 96 pozos en medio LB1/10 mas leche
descremada d) clones solubilizadores de Fosfato en medio NBRIP
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ANEXO 7

TABLA RESUMEN DE LOS CLONES EXTRAIDOS CON EL KIT FOSMID MAX ™ DNA
PURIFICATION KIT (EPICENTRE) CON SU RESPECTIVA CUANTIFICACION Y ACTIVIDAD
MOSTRADA DENTRO DE LOS TAMIZAJES

LIBRERIA | NOMBRE DEL CLON | CUANTIFICACION ng/uL ACTIVIDAD
organico 39E3 99,5 Celulolitico
organico 4gF5 123,5 Celulolitico
organico 4gF6 109,5 Celulolitico
organico 49G3 125,2 Celulolitico
organico 49G8 84,6 Celulolitico
tradicional 8tD1 113,95 Celulolitico
tradicional 8tF4 86,65 Celulolitico
tradicional 9tK5 136,45 Celulolitico
Tradicional 9tJ19 149,9 Celulolitico
Tradicional 9tA9 1171 Celulolitico
Tradicional OtES 93 Celulolitico
Tradicional 12tC12 97,35 Celulolitico
Tradicional 12t115 128,5 Celulolitico
Tradicional 12tJ15 100 Celulolitico
Tradicional 12t020 151,5 Celulolitico
Tradicional 12tP20 121,05 Celulolitico
Tradicional 15tK20 167,65 Celulolitico
Tradicional 19tF19 99,2 Celulolitico
Tradicional 6tB5 106,6 Proteolitico
Organico 8gA11 91,5 Celulolitico
Organico 8gA12 116,6 Celulolitico
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Tradicional 2tB15 82,8 Proteolitico
Tradicional 2tH9 117,05 Proteolitico
Tradicional 6tH2 101,3 Celulolitico
Tradicional 3tD5 97,05 Celulolitico
Tradicional 13tE15 102,3 Proteolitico
Organico 6gE3 88,3 Solubilizador de Fosfato
Organico 12gF2 98,2 Solubilizador de Fosfato
Organico 14gF2 85,6 Solubilizador de Fosfato
Organico 15gE5 101,2 Solubilizador de Fosfato
Organico 7gC12 97,9 Solubilizador de Fosfato
Organico 9gH11 98,9 Solubilizador de Fosfato
Organico 7gA1 98,9 Solubilizador de Fosfato
Organico 10gE12 104,8 Solubilizador de Fosfato
Organico 10gG12 103,5 Solubilizador de Fosfato
Organico 13gF8 100 Solubilizador de Fosfato
Organico 11gB11 107,8 Solubilizador de Fosfato
Organico 14gB6 103,9 Solubilizador de Fosfato
Organico 149G2 95,9 Solubilizador de Fosfato
Organico 15gH6 95 Solubilizador de Fosfato
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ANEXO 8

FLUJO DE TRABAJO BIOINFORMATICO PARA LOS DATOS PROVENIENTES DE
PIROSECUENCIACION

total de lecturas 454
135.103
long prom. 369

v :

1/4 placa (160.000-250.000)
eficienca: 84%
Cobertura; 26X

Adaptadores secuenciacidnROCHE MegaBLAST
[Blast contra el reverso complemento de [as scuencias Escharichia coli K12 sub DH108
Adaptor A: 5-CGTATCGCCTOCCT 06 CGCCATCAG3'
Adaptor B: 5*CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAG 3" |

na hits

LongQ x % I | LongS
=70%
valor-e = 18105

Megablast de las secuencias Concatenado NO
vrs, vector EU140752.1 116.910 secs. 5190 lecturas
coberturs
No hits
et 84061
Valor-e: lel0-15
Y
NO - ‘ Secuencia de trabajp
1684 secuencias 7 Concatenado: 85.745
l L l
MegaBLAST BLAST BLAST
Nucleotidos NCBI Base de datos Ribosomal Nucdleotidos Ambiental

=

| I—J—I
Hits Mo hits Hits Mo hits
26,970 56.766 m 85.686 59

—  —1

MEGAN Hits No hits Hits Mo hits
MG-RAST
minScore: 150 / 22.023 // 63.722 22.046 63.599
'y

4

MEGAN
minScore: 67
valor-e: 1 10
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Secuencia de trabajo
Concatenado: 85.745

Celera

Numero de contigs: 245
Longitud ma&xima:31850
Longitud minima: 1002
Longitud promedio:3751
Lecturas tomadas:81714

Newbler

Namero de contigs:431
Longitud maxima: 37427
Longitud minima: 106
Longitud promedio: 3320 grandes
lecturas tomadas: 76957

CLC GenomicWorkbench

Namero de contigs: 1156
Longitud maxdma:37915
Longitud minima: 100
Longitud promedio total: 1184
Lecturas: 80454

Singleton:16294 no ensambladas: 5292
Lecturas contig grandes: 19402

Lecturas contig pequefios: 9068

singleton:5765

/' Nimero de contigs:431
Ensamblados Newbler [

Nimero de contigs: 245
Ensamblados con Celera

Reensamblaje mediante
programa Sequencher 100% cobertura y 95% identidad

f 399 contigs formados ;

r BLAST
Y Vs Tags
BLAST W=7
MegaBLAST Base de datos: Ribosomal BLAST
Nucleotidos NCBI Mucleotidos Ambiental
Hit:
Hits Mo hits # | ¢ 1;:35
155 244
Nomenclatufal NCBI
Y Hits No hits .
L 52 M7 . !
MEGAN Identificacidn del Contig
minScore: 62 MG-RAST Primer Fy R
valor-e 1e-10 | 4
v
MEGAN
minScore: 75 Y

valore 1e-10 b5 %
Caracterizacion Gendmica

de los ORF

Disefio de primers
0108 Long. 31.319pb
00345 Long. 37.427pb

PCR
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ANEXO 9

DISTRIBUCION TAXONOMICA DE LAS 85745 SECUENCIAS Y DE LOS CONTIGS GENERADOS
POR SEQUENCHER CONTRA LA BASE DE DATOS DEL RIBOSOMAL DATABASE PROJECT
(RDP) a) NOMENCLATURAL b) NCBI c) NOMENCLATURAL DE LOS CONTIGS DE SEQUENCHER

al

Bactena 192

raot B5745

b}

y d) NCBI DE LOS CONTIGS DE SEQUENCHER

Garmmaprotecbacters £
L ]

. Shawanslla algee 348

.unn_ltured Chlorofled bacternrm 520

B arnmnaps ot echactenis &

Bacterin 183 [

.sh-n«mm algas 342

roct ESTHS

c)

.unc\.kufvld Choroflud bactarnmm 612

@ sherercla slse 17

roat 3339

. uncuttured Chloroflexi bacteriurn 26

d)

. Mo hits 250

Bacteria 6 [

— ¢

' Shewanela algas 17

roct 333,

. uncuttured Chioreflex bacteriorn 28

.No hits 350
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ANEXO 10

a) HISTOGRAMA DE DISTRIBUCION DE LONGITUD DE SECUENCIAS OBTENIDAS POR LA
SECUENCIACION 454 TRAS LOS FILTROS b) HISTOGRAMA DE DISTRIBUCION DE
PORCENTAJE GUANINA-CITOSINA c) RESUMEN TAXONOMICO DE LAS SECUENCIAS
BASADOS EN PROTEINA

[
whR
#

T - T L LA £ ko ]

L & % W & % W
Bk o 3 X4 o ¥R O &8 B W WO O T8 ® & ™ o8 ono&E ="

Protein 16s
based

Archaea 1.01% (586) 0.00% (0|
Bacteria 70.29% (40750) 50.00% (1]
Eukaryota 7.20% (4176) 0.00% (0]
Virus 0.00% (0) 0.00% (0]
Other 21.49% (12461) 50.00% (1]
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ANEXO 11

GRAFICA DE DISTRIBUCION TAXONOMICA (a) Y FUNCIONAL (b) DE LAS SECUENCIAS SIN
EMSAMBLAR MEDIANTE MG-RAST. *

b)
Lo Rl

Classified sequences wz. nomeclassified:

R <.t oo

.{-DfBEIDEI Vitamins, Prosthetic Groups, Pigments 5 45% (1234)
.’:jﬂ Wall and Capsule 3 39% (TET)

Il Potassium metabolism 0.86% (195)

B Miscellaneous 0. 10% (23
[ Eukarvota 8.89% (4422) = ism 4. 8%
Il Bacteria 77.00% (38262) IRl 200 M ROt L e
I Viruses 13.26% (6601) .Muﬂ'fﬁi-‘w
1 Ed
[l Archaea 0.83% (414) .wn S -
Il broad host range plasmids 0,00% (1) il Secondany Metabolism 0,005 (1)
I 04 Metabolism 2,95% (669)
lassifi T {1
. Virglence 4. 78% (1083)
1 ular i % [
o i 4
“Base de datos SEED maximo valor E gt o o RN
1e-10 l_uu_:-_ﬁiie_.i_:.'mt 8 1" 7”
I
fizrn of A Jan 7% [
M ;
F Acids and Li ! I
Huir I o (4
P s Metabolism 1 4
arbohydrates 1 % |
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ANEXO 12

ALINEAMIENTO DE LAS ETIQUETAS (QUERY) CONTRA LOS CONTIGS GENERADOS POR

SEQUENCHER

a) Alineamiento de las etiquetas por el extremo Forward

Query= FGF 94 617
(524 letters)

Database: data/DATASETS/metasph/454-
TOMA/ fONA 454reads/tag/454Al1Contigs. fna
431 sequences; 1,197,774 total letters

SERANCREMD o oo v e s SR R R T R

Sequences producing significant alignments:

Score
{bits) value

ConTiGOB343 lenGTh=31319  numreAds=1415 1839 0.8
ConTiGO8166 lenGTh=528 numreAds=3 38 6.48
ConTiGeesls lenGTh=38144 numreAds=1284 38 a6.48
ConTiGee274 lenGTh=48086 numreAds=48 28 1.9
ConTiGe8e26 lenGTh=32592 numreAds=2563 28 1.9
ConTiGE@803 lenGTh=28989 numreAds=4314 28 1.9
ConTiGee397 lenGTh=513 numreAds=5 26 T.5
ConTiGee394 lenGTh=10788 numreAds=186 26 T.5
ConTiGE8358 lenGTh=309480 numreAds=2808 26 7.5
ConTiGee348 lenGTh=19661 numreAds=1551 26 T.5
ConTiGEA345 lenGTh=37427  numreAds=3044 26 7.5
b) Alineamiento de las etiquetas por el extremo Reverse
Query= FGR 244 558
{315 letters)
Database: data/DATASETS/metasph/454-
DNA/TDNA_454reads/taq/454A11Contigs. fna
431 sequences; 1,197,774 total letters
T 11 done
Sequences producing significant alignments: (bits) value
ConTiGE8343 lenGTh=31319 numreAds=1415 624 e-180
ConTiGB@349 lenGTh=5767 numreAds=115 34 @.018
ConTiGeee23 lenGTh=23387 numreAds=1578 3@ 8.29
ConTiGOB348 1lenGTh=19661 numreAds=1551 28 1.1
ConTiGee391 lenGTh=16718 numreAds=952 26 4.5
ConTiGB8350 lenGTh=38948 numreAds=2860 26 4.5
ConTiGee345 lenGTh=37427 numreAds=3844 6 4.5
{ConTiGee321 len6Th=1865 numreAds=14 26 4.5
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ANEXO 13

DISENO DE INICIADORES E INFORMACION COMPLEMENTARIA

a) Regiones en donde las secuencias se sobrelapan para ir extendiendo el ensamblaje. En algunos

de estos puntos son disefiados los iniciadores para los dos contigs a confirmar.

Iniciador 1

El;

Iniciador 2

=

Iniciador 3

b) Informacién de los iniciadores disenados utilizando el programa OLIGO 6.2.

Contig Primer Forward 5'-3’ Primer Reverse 5’-3’ Tamgrjo de T°
amplificado
CAGCGTTCATGCAAGTCAT
Contig 0108 7202004 | ACTATTTTGCAATCCGTGC 565 607y
GATCCTAGTGAGAATCGGG

Contig 0108 15476-16297 GGAAAAGAACCTGGAGATC 572 52%573'
Contig 0108 GGTTCAGTCGTTTCAGGAA | AT TTGCTCOATCTGITC . 5.8y

26544-27745 60,4
Contig 00345 COTGGTTACCGTTCATTTG | COTTTCAGCTTTCGGTACA » 616y

56-1304 61.7

Contig00345

50,8y

17536.18580 AGAGTCGTAAGTTGTTGAG | CAGTACCAGGAAGAAGTAA 455 o
Contig 00345 28580-31743 | - - TTCGTGTCCGGTATCT | CGTGAACCTGCGCAGTAAG 601 642y

64,6
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ANEXO 14

ASIGNACION DE PROTEINAS A LOS ORFS SENALADOS EN CADA CONTIG

Identificador | Actividad | Tama—o Nu(r)n':;t; de Prote’nas | Organismo Identidad (%) Valor-E
py rrolo-quinoline quinone gamma proteobacterium NOR51-B 46.62 1e-129
Prote’na hipotitica Thermobaculum terrenum ATCC BAA- 38.89 0,0000003
Fosimdo ™ | celulottico| 28989 28 [Prote’na hipottica Solibacter usitatus ENin6076 52.42 2647
Prote’na hipotltica Solibacter usitatus Ellin6076 46.21 7e-89
Prote’na hipot tica Brady rhizobium japonicum USDA 110 38.79 1e-32
Prote’na hipotitica Solibacter usitatus Ellin6076 78.87 1e-120
Alpha-glucan phosphorylase Halothermothrix orenii H 168 50.73 1e-151
Prote’na hipot tica Plesiocy stis pacifica SIR-1 30.40 2e-20
resiniferatoxin-binding, phosphotriesterase-related Rhodobacter sphaeroides 2.4.1 39.00 3e-61
protein
. Prote’na hipotitica Microcoleus chthonoplastes PCC 7420 46.77 1e-111
Fosmido25 | o ¢l 26078 2 Prote’na hipot tica Kordia algicida OT-1 41.20 4e-42
0004 Prote’na predecida Phy scomitrella patens subsp. Patens 41.94 1e-73
Prote’na de funcion desconocida Cyanothece sp. PCC 7425 44.00 2e-29
gly cerophosphory | diester phosphodiesterase Haliangium ochraceum DSM 14365| 40.86 4e-42
Prote’na hipottica conserv ada treptomy ces scabiei 87.22 34.40 76
Prote’na hipotltica Planctomy ces maris DSM 8797 35.29 5e-95
|adenine phosphoribosy Itransferase Roseobacter sp. CCS2 55.68 1E-51
Prote’na hipotitica Planctomy ces maris DSM 8797 53.52 4e-112
Prote’na hipotltica Blastopirellula marina DSM 3645 58.36 6e-84
alpha/beta superfamily hy drolase/acyltransferase|Hahella chejuensis KCTC 2396 28.57 2.3
Fosmido 15 Prote’na hipottica Gemmata obscuriglobus UQM 2246 29.99 9e-102
0076 S.F—sfato| 36927 30 Prote’na hipotltica Planctomy ces maris DSM 8797 33.33 1e-32
Prote’'na hipottica Pirellula staleyi DSM 6068 44.97 8e-79
Prote’na hipottica Gemmata obscuriglobus UQM 2246 44.67 7e-82
Prote’na hipottica Gemmata obscuriglobus UQM 2246 62.39 3e-158
Prote’na hipottica Gemmata obscuriglobus UQM 2246 60.47 e-145
Prote’na hipotitica Gemmata obscuriglobus UQM 2246 61.72 e-139
Prote’na hipotitica Planctomy ces maris DSM 8797 62.2 e-149
Prote’na hipot tica Solibacter usitatus Ellin6076 48.4 0.0
Prote’na hipottica Solibacter usitatus Ellin6076 47.07 8e-102
Prote’na de funcion desconocida Geobacter sp. M21 28.87 0,00002
, . . marine gamma proteobacterium
Prote’na hipotitica HTCC2143 31.56 2e-20
. Prote’'na hipottica Flav obacteriales bacterium HTCC2170 35.32 3e-116
Fosmido5 | g sfate 23685 20 | ,
0078 . lipase/esterase LipN My cobacterium abscessus ATCC 19977 47.01 5e-54
Prote’'na hipot tica Polaromonas naphthaleniv orans CJ2 64.80 2e-55
Prote’na hipotlitica Thauera sp. MZ1T 50.33 3e-30
Prote’na hipotitica Dechloromonas aromatica RCB 36.40 2e-22
Prote’na hipottica Dechloromonas aromatica RCB 39.71 8e-62
Prote’na hipotitica My cobacterium marinum M 33.33 0,000001
Prote’na hipotitica Dicty ostelium discoideum AX4 33.70 2.0
Prote’na hipottica Bacillus amy loliquefaciens FZB42 27.40 2e-09
Fosmido 37 00022 Celulol‘tico| 30617 21 Prote’na hipottica Streptomy ces roseosporus NRRL 15998 38.89 1.5
Prote’na hipottica Yersinia ruckeri ATCC 29473 26.71 4e-20
Prote’na hipottica Yersinia ruckeri ATCC 29473 30.36 1e-20
Prote’na hipottica Burkholderia phy matum STM815 92.25 0.0
Fosmido 19 " Prote’na hipottica Burkholderia phy matum STM815 90.65 7e-161
0080 Proteol‘tico| 23812 21 Prote’na hipot tica Burkholderia phy matum STM815 83.89 1e-84
glycosy| hydrolase (gly cogen debranching enzy mJBrady rhizobium sp. ORS278 68 0.0
peptidase M29 aminopeptidase Chthoniobacter flavus Ellin428 70.05 5e-151
Prote’na hipotitica uncultured Acidobacteria bacterium 33.61 2e-25
Prote'na hipotitica q\cidov orax avenae subsp. Citrulli AACO 37.89 0,000001
. Prote’na hipot tica Dy adobacter fermentans DSM 18053 38.96 2E-19
F“&‘)g’; 7| Celuloltico | 32733 30  [Prote'na hipotitica [Mesorhizobium loti MAFF 303099 59.93 66-99
Prote’na hipottica Solibacter usitatus Ellin6076 57.58 2E-50
Prote’na hipotltica Solibacter usitatus Ellin6076 39.82 2e-67
|putativ e oxidoreductase uncultured Acidobacteria bacterium 67.17 0.0
Prote’na hipot tica Solibacter usitatus Ellin6076 44.68 3E-24
quinoprotein glucose dehy drogenase Solibacter usitatus Ellin6076 63.80 0.0
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glycosyl hydrolase, family 57, putative Heliobacterium modesticaldum Ice1 31 4E-17
Prote’na hipottica Synechococcus sp. JA-2-3B'a(2-13) 65.69 1e-95
Fosmido 2 . sulfatase Haloterrigena turkmenica DSM 5511 315 5e-33
0009 §F—sfato| 30985 34 Prote’'na hipottica Blastopirellula marina DSM 3645 27.54 8e-14
Prote’'na hipottica Methylovorus sp. SIP3-4 38.3: 9e-37
Prote’na hipottica Methylobacterium nodulans ORS 2060 459 5e-39
putative puroindoline b protein Triticum aestivum subsp. Macha 100.00 2e-26
. Prote’'na hipottica Streptomyces sp. AA4 48.67 5E-19
Fosmido 7 Proteolico| 9851 14 Prote'na hipottica Saccharopolyspora erythraea NRRL 53.63 50-81
0008 2338
Prote’na hipottica Streptomyces roseosporus NRRL 15998 47.30 3E-27
Prote’na hipotitica Bradyrhizobium japonicum USDA 110 3740 4e-38
Prote’na hipottica Candidatus Amoebophilus asiaticus 5A2 53.30 2E-52
F"%’a'fg 2 | Celuortico | 37205 20 [Prote'na hipottica Solibacter usitatus ENin6076 63.30 1679
Prote’na hipottica Solibacter usitatus Ellin6076 65.62 8e-65
Prote’'na hipottica Bacillus cereus AH621 51.27 3E-44
hypothetical secreted protein Xanthomonas albilineans 48.72 3e-25
twin-arginine translocation pathway signal Rhodopseudomonas palustris BisB5 81.12 2E-64
ABC transporter permease protein Bradyrhizobium japonicum USDA 110 70.53 0.0
inner-membrane translocator Rhodopseudomonas palustris BisB18 81.39 3e-139
Eosmido 3 ABC transporter related Rhodopseudomonas palustris BisA53 7738 1e-109
00004 S F—sfato| 8925 1" ABC transporter related Rhodopseudomonas palustris BisA53 76.62 6e-87
urease accessory protein UreD Rhodopseudomonas palustris HaA2 56.67 2e-81
HupE/UredJ protein Mesorhizobium opportunistum WSM2075 64.16 2E-27
urease subunit alpha Bradyrhizobium sp. ORS278 86.29 0.0
putative translation elongation factor G Acidobacterium capsulatum ATCC 51196 67.82 0.0
carboxylesterase, type B Solibacter usitatus Ellin6076 42.02 5e-104
Prote’na hipotitica Candidatus Koribacter versatilis Ellin345 60.59 5E-59
FO(SJT(')%O 6 Celulol'tico | 31838 29 Prote’na hipottica Pedobacter sp. BAL39 5217 8e-81
Prote’na hipottica Acidobacterium capsulatum ATCC 51196 48.28 3E-32
Prote’na hipottica Ralstonia solanacearum MolK2 26.24 3e-11
Prote’na hipotitica Hydrogenivirga sp. 128-5-R1-1 28.03 0.009
Prote’'na hipottica Planctomyces maris DSM 8797 33.01 0.003
two component, sigmab4 specific, Fis family Candidatus Koribacter versatilis Elin345 58.46 1E-35
transcriptional requlator
Prote’na hipottica Candidatus Koribacter versatilis Elin345 2948 3e-54
Fosmido 12 00345 S.F—sfato| 37427 36 Prote’na hipottica Candidatus Phytoplasma australiense 2714 2.1
Prote’na hipottica Solibacter usitatus Ellin6076 30.63 4E-17
amidohydrolase 3 Candidatus Koribacter versatilis Ellin345 53.38 4e-178
peptidase S16 lon domain protein Rhodothermus marinus DSM 4252 4211 4e-32
Superoxide dismutase Nitrosomonas sp. AL212 55.61 e-56
. o Prote’'na hipottica Mesorhizobium sp. BNC1 3549 e-42
Fosmido 16 0035 Celulof'tico (30940 2z Prote’na hipottica Microcoleus chthonoplastes PCC 7420 30.36 0.98
Prote’na hipotttica _ Parvibaculum lavamentivorans DS-1 34.75 4e-75
alkyl hydroperoxude reductase/ Thiol specific Geobacter sp. FRC-32 36.92 2E-21
antioxidant/ Mal allergen
Prote’na hipottica conservada Geobacter sp. M18 43.01 1e-44
Prote’'na hipottica Collinsella stercoris DSM 13279 45.57 6e-64
Prote’na hipot tica |Mesorhizobium loti MAFF303099 52.55 4E-34
Prote’na hipottica Chitinophaga pinensis DSM 2588 29.35 e-07
. Prote’na hipottica Cyanothece sp. PCC 7425 43.09 5E-20
Fooria " | Cetoltico| 24974 23 |Prote’na hipottica Candidatus Koribacter versatilis Elin345 4219 3e-05
Prote’na hipotitica Candidatus Koribacter versatilis Elin345 4211 3e-13
Prote’na hipottica Gemmatimonas aurantiaca T-27 32.62 1e-22
CAAX amino terminal protease family protein Burkholderia oklahomensis C6786 50.53 7e-33
Prote’na hipottica Candidatus Koribacter versatilis Elin345 57.09 8e-162
Prote’na hipottica Roseiflexus castenholzii DSM 13941 32.37 e-16
cytochrome c class | Desulfococcus oleovorans Hxd3 27.95 e-68
Prote’'na hipottica Blastopirellula marina DSM 3645 54.95 e-92
Fosmido 8 . Prote’'na hipottica Rubrobacter xylanophilus DSM 9941 51.98 6e-164
0010 Celulol'tico | 18763 17 Prote’na hipotitica Gloeobacter violaceus PCC 7421 64.11 0.0
Prote’na hipotitica conservada Mesorhizobium opportunistum WSM2075 47.31 1e-40
Prote’na hipottica Oryza sativa Indica Group 29.56 5
Prote’na hipottica Candidatus Koribacter versatilis Ellin345 45.88 4E-42
Fosmido 35 peptidase M48, Ste24p Solibacter usitatus Ellin6076 55.87 4e-78
0074 Celulol'tico | 18905 22 Prote’'na hipotitica Myxococcus xanthus DK 1622 3048 1e-07
Prote’na hipottica Solibacter usitatus Ellin6076 49.90 1e-127
Prote’na hipottica Candidatus Koribacter versatilis Elin345 47.33 2E-27
ABC-2 type transporter Desulfotomaculum acetoxidans DSM 771 44 .86 1E-23
Prote’na hipottica Gemmatimonas aurantiaca T-27 44.79 1e-58
Fosmido 22 . hypothetical membrane protein Gemmatimonas aurantiaca T-27 35.50 2e-34
00013 Celulolico | 31654 28 peptidase M20 Rhodococcus erythropolis SK121 58.89 8e-146
Prote’na hipottica Rhodobacter sphaeroides ATCC 17025 56.85 5E-37
peptidase T bacterium Ellin514 72.49 1e-176
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Thermolysin Geobacillus sp. Y412MC52 37.18 2e-64
Fosmido 36 Prote’'na hipotitica Sorangium cellulosum 'So ce 56' 56.02 4e-37
00348 Celulol“tico| 19668 14 Prote’na hipotitica Sorangium cellulosum 'So ce 56' 46.46 5e-22
Prote’na hipotitica Sorangium cellulosum 'So ce 56" 69.33 0.0
Prote’na hipotitica Sorangium cellulosum 'So ce 56' 46.76 0.0
) thitrl;gs‘}:ggsn-gcherol-S—phosphate Sorangium cellulosum 'So ce 56' 67.56 6e-79
Fosmido 36 00009 CeluloI'tico| 10055 10 Prote’na hipotitica Branchiostoma floridae 28.67 0.35
Prote’na hipotitica Tetrahymena thermophila 25.81 3.1
F“égff 34 | Celuloltico| 4275 3 protein kinase Sorangium cellulosum 'So ce 56' 46.26 3e-149
Fosmido 38 g , . " Leptospira borgpetersenii serovar Hardj -~
0006 Celulol“tico| 11008 12 Prote’na hipotiica bovis L550 67.11 4E-55
Fosmido 39 X conserved Prote_’na hipot tica _ _ Streptomyces scabiei 87.22 53.51 8e-76
0057 Celulol“tico| 9351 7 F_’rote na de funm_on desgonomda DUF224 cystein Acidimicrobium ferrooxidans DSM 10331 48.33 56-155
rich region domain protein
multi-sensor hybrid histidine kinase Opitutus terrae PB90-1 74.13 1e-180
Fosmido 10 Celulol“tico| 16959 13 protein carrying glycosyl hydrolase motifs Xanthomonas campestris 30.36 4E-10
0079 glycosyl transferase group 1 Opitutus terrae PB90-1 79.81 0.0
endonuclease/exonuclease/phosphatase Opitutus terrae PB90-1 72.04 0.0
Prote’na hipotiica Mesorhizobium opportunistum WSM207 31.34 2e-20
Fosmido 11 00011 Proteol'tico| 14709 7 |Prote’na hipot fica Microcystis aeruginosa NIES-843 35.42 46-48
Prote’na hipotitica Sphingomonas wittichii RW1 54.69 6E-33
acyltransferase Hahella chejuensis KCTC 2396 38.12 6e-100
Prote’na hipotitica Pseudomonas putida W619 33.87 1.6
Fosmido 28 ) Eegtiqase S8 and S53, subtilisin, kexin, sedolisin_|Arthrospira platensis str. Paraca 32.29 1.1
0094 Proteol‘tico| 26234 22 p?éf:i? udp glucose gdpmannose dehydrogenas Sinorhizobium meliloti 1021 56.49 1e-131
Prote’na hipotitica Acaryochloris marina MBIC11017 43.09 3e-109
Prote’na hipotitica conservada Microcoleus chthonoplastes PCC 51.00 8e-110
squalene--hopene cyclase Granulibacter bethesdensis CGDNIH1 70.20 4e-134
Prote’na hipotitica Bradyrhizobium sp. ORS278 57.91 6e-83
Prote’na hipottica Granulibacter bethesdensis CGDNIH1 43.53 7e-30
Fosmido 27 Prote’na hipottica Arthrospira platensis str. Paraca 34.55 8e-40
0003 S.F—sfato| 33852 31 Prote’na hipotitica Arthrospira platensis str. Paraca 35.45 2e-33
Prote’na hipotitica Bradyrhizobium sp. BTAI1 48.83 1e-33
protease Do Parvibaculum lavamentivorans DS-1 36.48 3e-65
Prote’na hipotitica Sagittula stellata E-37 50.00 2e-83
putative xylanase/chitin deacetylase Sagittula stellata E-37 58.03 1e-93
F%Z'O'\EOAD NolD 5544 5 ATP-dependent protease La Sorangium cellulosum 'So ce 56' 82.31 0.0
F“g#g'D NolD 13663 12 peptidase M56 BlaR1 bacterium Ellin514 47.78 9e-30
Fog(—)l;ng NolD 17758 14 Amylo-alpha-1,6-glucosidase Nitrosococcus oceani ATCC 19707 48.31 0.0
FOOS(_)':;ID NolD 8920 11 minor extracellular protease Bacillus cereus E33L 43.80 4e-25
FO;(')';ZID NolD 2452 3 glycoside hydrolase family protein Opitutus terrae PB90-1 55.81 4e-141
FOS;T?ID NolD 10924 8 glycosyl hydrolase BNR repeat-containing protein Estranaeroblus thermophilus JW/NM-WY 27.85 4e-09
FO;E)?ZID NolD 7922 6 xylose operon regulatory protein Blastopirellula marina DSM 3645 51.74 5e-113
F°g;2‘g'° NolD 1159 ] peptidase M28 Solibacter usitatus EIlin6076 41.28 2e-44
FO;;B‘ZID NolD 3646 7 peptidase M48 Ste24p Anaeromyxobacter sp. Fw109-5 77.13 1e-99
Fog(—)l;ng NolD 2171 3 putative glycosyl hydrolase exoenzyme Robiginitalea biformata HTCC2501 33 5E-38
Fog(—)l{;k;lD NolD 22127 28 peptidase S8 and S53, subtilisin, kexin, sedolisin [Shewanella putrefaciens 200 35.32 9e-29
Fos(_)';?ID NolD 1446 2 putative esterase Asticcacaulis excentricus CB 48 45.12 4e-57
Fog(—)l‘\:(:lD NolD 1780 4 phosphoesterase PA-phosphatase related Anaeromyxobacter dehalogenans 2CP- 29.31 6.3
F"&')g‘g'D NolD 8356 0 glycoside hydrolase family protein 15 Bradyrhizobium sp. BTA1 59.04 3e-76
F°§;Z“7"D NolD 1505 3 lipolytic protein G-D-S-L family bacterium Ellin514 64.17 2e-63
F°g(')'gg'D NolD 1092 R Peptide synthetase Bacillus pseudomycoides DSM 12442 59.06 8e-76
F%%-Ol\f]o:;D NolD 31654 28 metallophosphoesterase Solibacter usitatus Ellin6076 48.67 5e-25
F°5(')'7“$'D NolD | 30762 o4 Glycosyl hidrolase CandidatusSolibacter usitatus Ellin6076 34 1E-14
Fog(—)l(\)l?lD NolD 6624 6 glycosyl hydrolase, BNR protein Algoriphagus sp. PR1 30 0,000004
Fos-NolD NoID 13712 15 |9Wycosyl hydrolase family 9 with cellulose-binding | o 15monas flavigena DSM 20109 30 0,00007
0097 domain
Fos-NolD . . . . .
7180000002270 NolD 1571 3 glycosyl hydrolase, family 57, putative Heliobacterium modesticaldum Ice1 32 0,000003
Fog(')':g'D NolD 1043 ] glycosyl hydrolase Solibacter usitatus Ellin6076 43 2E-33
Fog;l;lng NolD 3895 3 4-phytase Dictyoglomus turgidum DSM 6724 34 2E-79
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ANEXO 15
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L otras

i chromate transporter

W methyltransferase FkbIM family

u lipase/esterase LipN

M glycosyl transferase group 1

® phosphopantothenoylcysteine decarboxylase
W protein kinase

B DNA gyrase subunit A

M serine/threonine protein kinase

W cytochrome C family protein

B Outer membrane efflux protein family

® Amidohydrolase 3

® LysR family transcriptional regulator

M glycosyl transferase, group 2 family protein domain protein

® hypothetical protein
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