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ABREVIATURAS

ANI: Media de identidad nucleotidica

ALP: “adhesin-like protein”, putativa adhesina

CSG: glicoproteina de la pared celular, del inglés “cell Surface glycoprotein”
CR30: cristalizador 30 de la salina “Bras del Port” en Santa Pola, Alicante
HGT: “horizontal gene transfer”, transferencia genética horizontal

MID: “multiple identifier’, marcador usado en la pirosecuenciacién

MCSG: glicoproteina mayoritaria de la pared celular o mayoritaria de la capa S, del inglés “mayor
cell surface glycoprotein”

OTU: Unidad Taxonomica Operacional

ORF: “open reading frame”, marco de lectura abierta

VLP: “virus like particle”, particulas virales

W/V: Relacion Peso / Volumen
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La metagendémica ha revelado una inesperada variabilidad dentro de una especie procaridtica que ha llevado a
formular el concepto de “pan-genoma” para definir el repertorio de genes de una especie. EI genoma flexible o
adaptativo, a diferencia del denominado “core-genoma”, no se ha conservado en todos los aislados y muchas
veces aparecen en islas gendémicas de tamafio variable. Estas islas genomicas varian de una cepa a otra, aun
incluso si proceden de un mismo entorno. Tedricamente, en un metagenoma, si la especie es muy abundante y el
nivel alcanzado de secuenciacién es el de saturacion del sistema, seria posible encontrar todos los clones o linajes
representantes de la especie bacteriana en ese habitat. Las mayores diferencias entre estos se deberian a las islas
gendmicas. Un patrén muy bien conservado en todos los genomas estudiados es la presencia de muchos genes
relacionados con los componentes extracelulares de la pared celular: lipo-polisacarido, capa S, capsulas, ... etc,
en las islas gendmicas. Partiendo de esta idea, y usando como modelo de habitat el cristalizador de una salina
solar, se han analizado varios fragmentos gendmicos pertenecientes a varios linajes co-existentes de la archaea
cuadrada Haloquadratum walsbyi, la cual domina la flora microbiana de aguas hipersalinas. En concreto, el area
del genoma estudiada es la isla gendmica rica en genes que codifican proteinas implicadas en la envuelta celular
de esta archaea (denominda GI1 en este trabajo). A partir de una libreria de fésmidos ambiental construida a partir
de una muestra recogida en el mismo cristalizador (CR30) donde el primer aislado de H. walsbyi se obtuvo (cepa
HSBQO01), se han secuenciado 7 fésmidos que cubren GlI1, donde se encuentrasn, entre otros, el gen para la
“proteina mayoritaria de la capa S (MCSG)” y otras glicoproteinas de la superficie celular (CSGs). Ademas de
estos fragmentos, hemos sumado en el anélisis, las islas GI1 presentes en los genomas y la descrita previamente
presente en el fésmido eHw-559.

Los resultados indican que GI1 contiene genes que codifican componentes de la envoltura celular y éstos
presentan una variabilidad muy alta. En todos los casos, estos fragmentos gendmicos reclutan muy poco en el
metagenoma SS37, obtenido a partir de una muestra recogida 4 afios después de la muestra con se construyé la
libreria y aproximadamente dos respecto la del primer aislado HSBQOO1. La ausencia de homdlogos en el
metagenoma indica la co-existencia de varios clones de H. walsbyi con un conjunto de proteinas diferentes para
construir la envoltura exterior de las células. El hallazgo de una version casi exacta de la isla gendémica del aislado
australiano, C23, indica que los clones de H. walsbyi estan ampliamente distribuidos y que persisten a lo largo del
tiempo (al menos durante 4 afios). La variabilidad encontrada de glicoproteinas de superficie celular en cada uno
de los fésmidos probablemente refleja la presién a la que este tipo de proteinas estan sometidas: ser la diana de
fagos, que en este habitat son diez veces mas abundantes que en cualquier otro descrito. De acuerdo con el
modelo de “diversidad constante” propuesto por Rodriguez-Valera et al. (2009), la coexistencia de varias versiones
de esta region ayudaria a distribuir entre los diferentes clones de la comunidad la probabilidad de ser reconocido e
infectado por un tipo de fago que reconozca alguna de las estructuras expuestas especificas de clon o linaje. Por lo
tanto, en H. walsbyi, esta variabilidad refleja una evasién de los fagos mediante el mantenimiento de la
microdiversidad. Luego para explicar la coexistencia de tan alto nimero de fagos y de células de H. walsbyi, debe

de existir una alta diversidad de genes de reconocimiento de fagos, muy probablemente las CSGs localizadas en
7
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las islas genoémicas. Las descritas en el presente trabajo podrian ser una pequefia representacion de cémo pueden

llegar a variar estas dianas viricas.
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INTRODUCCION

El presente trabajo presenta el andlisis bioinformatico de varios fésmidos pirosecuenciados pertenecientes a una
zona muy concreta del genoma de la archaea cuadrada hiperhaldfila Haloquadratum walsbyi, la isla gendémica 1
(GI1). Esta area se fue definida como tal en el trabajo de Cuadros-Orellana et al. (2007) usando como referencia el
genoma de H. walsbyi DSM 16790. En este trabajo, se usara Gl1 refiriéndose siempre al area del genoma de H.
walsbyi rica en genes que codifican proteinas implicadas en la envuelta celular, indistintamente de la cepa y de si

es 0 no la primera de las islas gendémicas detectadas.

En este apartado, Introduccion, se comentaran los siguientes aspectos:

- Los datos mas relevantes conocidos hasta la fecha sobre la comunidad procariota presente en el
cristalizador de una salina solar, y mas concretamente, en el cristalizador CR30 de la salina “Bras del
Port” en Santa Pola (Alicante), estudiado durante muchos afios en el laboratorio donde se ha desarrollado
el presente trabajo.

- Los datos existentes publicados sobre H. walsbyi. genomas que se encuentran secuenciados y los
metagenomas que se han obtenido a partir de la biomasa recogida en el cristalizador CR30.

- Los aspectos mas importantes del pan-genoma bacteriano.

- Los diferentes métodos de secuenciacion “de nueva generacion” y el empleado en la secuenciacion de los

fosmidos.

10
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1. AMBIENTES ACUATICOS HIPERSALINOS Y MICROORGANISMOS ASOCIADOS

Se consideran ambientes hipersalinos aquellos cuya salinidad supera la del agua de mar (aproximadamente 3,5

%). Estos ambientes se pueden clasificar en dos tipos:

- Talasohalinos: en este tipo de ambientes la proporcion idnica es semejante a la del agua de mar puesto que se
originan por la evaporacién de la misma. El ion predominante es el sodio y los aniones predominantes, el cloruro y
el sulfato. Normalmente, en este tipo de ambientes el pH es neutro o ligeramente basico. Los lagos salinos de
origen marino como el Gran Lago Salado de Utah (Estados Unidos) y las salinas solares pertenecen a este tipo de
ambientes hipersalinos.

- Atalasohalinos: la proporcion de iones es diferente a la encontrada en el agua de mar. Este tipo de ambiente
esta dominado principalmente por los iones K*, Mg?* y Na*. Dentro de estos ambientes estan los lagos salados
alcalinos, ricos en cationes Mg?* y Ca?*, que contienen elevadas concentraciones de carbonato/bicarbonato y
presentan valores de pH superiores a 10. Ejemplos de estos ambientes hipersalinos atalasohalinos son el Mar
Muerto (Israel, Jordania y Palestina) donde el Mg?* y el Ca?* son los cationes mas abundantes y el sulfato se
encuentra en bajas proporciones, el lago alcalino Magadi (Kenia), el lago Chaka (Michina et al.), el algo alcalino

Wadi Natrum (Egipto) y el Lago Mono (California).

Estos ambientes hipersalinos son el habitat de los microorganismos haléfilos, tradicionalmente descritos como
aquellos que tienen un dptimo de crecimiento a una concentracion de sal de 50 g/l o superior y toleran, al menos,
100 g/l de sal (Oren 2008). Dentro de los microorganismos halofilos, se puede diferenciar entre haléfilos extremos,
que son los que crecen mejor en un medio que contenga entre 147 g/l y 306 g/l y haléfilos moderados, que crecen
mejor en un medio que contenga entre 30 y 147 g/l. Existen también microorganismos halotolerantes, que no
necesitan sal para su crecimiento, pero que pueden crecen en presencia de la misma (Oren 2008). Los ambientes
hipersalinos son ambientes extremos, en los cuales la elevada concentracién de sales normalmente no es el Unico
factor que limita la diversidad de la biota (Ventosa 2006). Otros parametros que afectan a la diversidad en estos
ambientes son la disminucién de la concentracién de oxigeno a medida que aumenta la salinidad y las altas o
bajas temperaturas. Ademas, también pueden afectar a la biodiversidad encontrada en estos ambientes la presion,
que puede ser alta o baja dependiendo del area geogréfica en la que se encuentren, la baja disponibilidad de
nutrientes, la radiacién solar y/o la presencia de metales pesados y otros compuestos tdxicos (Rodriguez-Valera
1988). Al examinar la distribuciéon de los microorganismos haléfilos en el arbol filogenético de los seres vivos,
basado en las secuencias de los genes del 16S y 18S rRNA, se ha visto que existen representantes de los mismos
en los tres Dominios, Archaea, Bacteria y Eukarya (Oren 2008). Dentro del Dominio Archaea, los microorganismos
hiperhaléfilos se encuentran dentro del orden Halobacteriales, siendo algunos de sus representantes miembros de
los géneros Halobacterium, Haloarcula y Haloquadratum. Todos ellos pertenecen al filo Euryarchaeota. Dentro del
Dominio Bacteria, los microorganismos mas haldfilos se encuentran dentro del filo Bacteroidetes, aunque también
existen representantes haléfilos en los filos Cyanobacteria, Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria y

1
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Spirochaetes. Entre los representantes del Dominio Eukarya, se encuentran el alga haléfila unicelular Dunaliella
que es el principal productor primario en los ambientes hipersalinos (Oren 2005), el crustaceo Artemia salina y

hongos como Trimmatostromas salinum .

1.1. Las salinas solares.

Las salinas solares, localizadas principalmente en zonas tropicales y subtropicales de todo el mundo, son sistemas
donde se produce cloruro sddico a partir de agua de mar (Figura 1). Las salinas solares son ambientes
hipersalinos talasohalinos que ademas de una elevada concentracion de sales presentan otras caracteristicas
como la de estar sometidas a una fuerte irradiacion solar, a fuertes oscilaciones de la temperatura entre el dia y la
noche y poseer un bajo contenido en oxigeno, ya que su solubilidad en estos medios tan concentrados en sales es

muy baja (Rodriguez-Valera et al. 1983).

Figura 1. Funcionamiento de las salinas solares “Bras del Port” (Santa Pola, Alicante). En rojo se muestra la entrada de agua
desde el Mediterraneo al circuito de la salina. En verde, el circuito del “Bras” y en azul el circuito del “Teniente”. El asterisco

amarillo, muestra la situacion del cristalizador CR30.

Las salinas estan constituidas por una serie de estanques contiguos, donde se produce un gradiente de salinidad
discontinuo y la precipitacion fraccionada de la sal mediante la evaporacion del agua de mar. En el primer tipo de
estanques, denominados “preparadores”, precipita el carbonato célcico. El siguiente tipo de estanques son los

“concentradores” donde precipita el sulfato calcico. Finalmente, el tercer tipo de estanques son los “cristalizadores’

12
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donde precipita el cloruro sédico (ver esquema Figura 2). El agua que queda después de la cristalizacion del
cloruro sodico, la salmuera, es rica en MgCl, (Hallsworth et al. 2007; Oren 1994). Sélo unos pocos grupos de
microorganismos son capaces de crecer a concentraciones de MgCl, superiores a 2,5 M, siempre y cuando exista
una elevada concentracién de cloruro sddico. Estas salmueras enriquecidas en cloruro de magnesio se pueden

utilizar para lavar la sal generada en los cristalizadores o bien se recircularizan al mar.

1.2. Microbiota de las salinas.

La microbiota de las salinas solares ha sido estudiada extensamente mediante técnicas de cultivo y moleculares
(Anton et al. 1999; Anton et al. 2000; Benlloch et al. 2001; Benlloch et al. 2002; Casamayor et al. 2002; Estrada et
al. 2004; Litchfield & Gillevetr 2002; Maturrano et al. 2006; Oren 1994; Oren 2002a; Oren 2002b; Oren &
Rodriguez-Valera 2001; Rodriguez-Valera et al. 1999). Estudios realizados en los cristalizadores de las salinas
solares, mediante técnicas de andlisis de pigmentos, citometria de flujo y técnicas moleculares, revelaron que
conforme aumenta la salinidad se produce un descenso en la diversidad procariota indicando un efecto selectivo
en los ambientes extremos (Estrada et al. 2004). Sin embargo, a pesar de esta baja diversidad, la densidad de
células en el cristalizador puede llegar a alcanzar las 107-108 células/ml (Oren 2002b). En los estanques de alta
salinidad, sdlo unas pocas especies de microorganismos, haldfilos extremos y muy especializados (generalmente
quimio-organoheterétrofos), son capaces de crecer nutriéndose de los compuestos organicos procedentes del
metabolismo y de la descomposicién de las poblaciones de Dunaliella spp. (alga verde unicelular y haléfila) y de
otros microorganismos que se desarrollan a salinidades mas bajas (Pedros-Alio et al. 2000). En los estanques de
baja salinidad la microbiota es semejante a la que se encuentra en el agua de mar. A medida que aumenta la
concentracion de sales, se observa la aparicion de un color rojizo en las aguas, debido a la existencia de
poblaciones de archaeas haléfilas, Salinibacter ruber y Dunaliella (Anton et al. 1999; Anton et al. 2000; Guixa-
Boixereu 1996) (Figura 2).

Figura 2. Modelo esquematico de la evaporacion ocurrida en una salina solar y microbiota presente en cada dominio.

A
v d r . .
<'@'> Modelo de habitat: salina solar
.2 V Q
Evapora. Carbonate _ Gypsum Halite
Ratio | 36.79 g Domain Intermediatel  Domain Domain
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A concentraciones de cloruro sddico cercanas a la saturacion, la mayoria de microorganismos que se encuentran
son Archaea haldfilas extremas, pertenecientes a la familia Halobacteriaceae (Anton et al. 1999; Maturrano et al.
2006; Mutlu et al. 2008; Oren 2002a; Rossello-Mora et al. 2008) y el pigmento carotenoide que poseen es el
encargado de proporcionar la coloracién rojiza de dichos estanques. También se encuentran poblaciones de
Bacteria, tales como S. ruber (Anton et al. 2000) y Salicola marasensis (Maturrano et al. 2006). Generalmente,
entre el 70-95% son Archaea y entre un 5-30% son Bacteria (Elevi Bardavid et al. 2008). Las morfologias méas
abundantes observadas en los cristalizadores de las salinas solares de Santa Pola son formas cuadradas y bacilos
largos.

A nivel molecular, la mayoria de secuencias obtenidas en los estudios de los cristalizadores se corresponden con
H. walsbyi (para Archaea) y con S. ruber (para Bacteria), coincidiendo con lo observado por microscopia (Figura 3).
Del total de la comunidad que existe en los cristalizadores, la mayoria se puede atribuir a representantes de estos
dos grupos. Una parte minoritaria se puede asignar a otras especies de Halobacteriaceae, Proteobacteria y otros
miembros del grupo Bacteroidetes (Baati et al. 2008; Benlloch et al. 2002; Benlloch et al. 1995; Estrada et al. 2004;
Ghai et al. 2011). Sin embargo, existen casos en los que estos dos grupos no son los predominantes en la
comunidad, como es el caso de unas salinas de Eslovenia, donde no se detectan representantes de
Haloquadratum (Pasic et al. 2005) y en las salinas de Maras (Peru) (Maturrano et al. 2006), donde Salinibacter no

es la bacteria mayoritaria (de hecho, ni siquiera se detecta su presencia mediante técnicas moleculares).

Figura 3. Imagenes de microscopia electrénica de barrido de H. walsbyi'y S. ruber.

Los dos morfotipos mas abundantes en el cristalizador CR30 de las salinas solares de Santa Pola (Alicante) se
identificaron mediante técnicas moleculares y se aislaron, posteriormente, en cultivo puro. A pesar de que estos
ambientes habian sido definidos clasicamente como “cultivos monoespecificos de Archaea” (Guixa-Boixereu

1996), los bacilos alargados se afiliaron a un nuevo género y especie bacterianos: S. ruber ((Anton et al. 2002).

14
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Las células cuadradas se asignaron al nuevo género y especie H. walsbyi (Bolhuis et al. 2004; Burns et al. 2004),
dentro de la familia Halobacteriaceae (dominio Archaea). De estas dos especies mayoritarias, existen hasta la
fecha dos genomas secuenciados de cada especie: H. walsbyi DSM 16790 (denominada también HSBQOO1,
aislado entre 2001-2002), H. walsbyi C23 (aislado entre 2002-2004), S. ruber M8 y S. ruber M31 (Bolhuis et al.
2006; Dyall-Smith et al. 2011; Mongodin et al. 2005; Pena et al. 2010). Muchas de las secuencias ambientales del
marcador filogenético 16S rRNA obtenidas de cristalizadores se asocian a distintas poblaciones de H. walsbyi y S.
ruber. Dentro de cada grupo, todas las secuencias presentan similitudes de entre un 97 y un 100% (Casamayor et
al. 2002; Oh et al. 2010).

Ya que este trabajo se centra en secuencias que perteneces a la archaea cuadra H. walsbyi, se describiran a

continuacion las caracteristicas del género y su distribucion.

1.2.1. Haloquadratum walsbyi. Genomas secuenciados. Caracteristicas del género y distribucion.
Descrita por primera vez en 1980 (Walsbyi, 1980), la haloarchaea cuadrada H. walsbyi, es cosmopolita y
habitualmente es la especie dominante en aguas hipersalinas, tales como lagos salados y los cristalizadores de las
salinas (Anton et al. 1999; Oren 2002b). Sus células son muy caracteristicas, siendo cuadrados delgados o
rectangulos, con vesiculas de gas y granulos de poli-hidroxibutirato (PHA) (Kessel & Cohen 1982; Stoeckenius
1981). Crece en concentraciones de saturacion de sal (requiere concentraciones de sal de al menos 14% w/v, mas
de cuatro veces que el agua de mar), donde puede llegar a representar un 80% de la poblacién microbiana, y su
citoplasma estd completamente adaptado para funcionar éptimamente en altos niveles de cloruro potasico.
También puede tolerar concentraciones molares de Mg?*, algo que s6lo un nimero muy limitado de organismos
son capaces de llegar a hacer por la baja actividad de agua (Bolhuis et al. 2006). Una caracteristica fundamental
de H. walsbyi es que el genoma tiene un contenido de G+C del 48%, un valor considerablemente més bajo que el
de todas las otras especies conocidas de la familia Halobacteriaceae, que tienen valores de 61-70% (Oren 2008).
H. walsbyi es un organismo muy dificil de cultivar en el laboratorio y de crecimiento extremadamente lento. En el
2004 se publicaron paralelamente el aislamiento y cultivo de dos cepas, una de origen espafiol (aislado HSBQ001)
y otra australiano (aislado C23) (Bolhuis et al. 2004; Burns et al. 2004), formalmente se describieron como una
nueva especie en el 2007 (Burns et al. 2007). Las cepas aisladas poseen secuencias muy similares del gen 16S
rRNA y no divergen mas del 1.6% (dos nucleétidos diferentes en todo el marcador ribosomal), y una similitud de
hibridacién cruzada DNA-DNA del 80%. Al microscopio, la diferencia mas notable entre los dos aislados fue en la
estructura de sus paredes celulares: la cepa HSBQ001 muestra una atipica pared celular de tres capas mientras
que C23 poseia unicamente dos (ver Figura 4). En muchas halobacterias, esta capa externa formada por una sola
proteina que constituye la denominada capa S (Lechner & Sumper 1987; Mengele & Sumper 1992; Sumper et al.
1990).
El aislado espafiol, HSBQO01, fue secuenciado en 2006 (Bolhuis et al. 2006), lo que permitid la primera
descripcion de sus caracteristicas y metabolismo general (Falb et al. 2008). Probablemente debido a la presencia
de secuencias repetidas y pseudogenes, su densidad de genes es soélo el 76%, mucho menor que en otros
haloarchaea y la mayoria de los procariotas. El aislado australiano, C23, fue secuenciado en el 2011 (Dyall-Smith
et al. 2011) y, a pesar de la distancia geografica entre las dos cepas, ambas cepas son mucho menos divergentes
15
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de lo esperado. El ANI entre las dos cepas es del 98.26% y las mayores diferencias se encontraron en las

denominadas islas genomicas tal y como se explica en los capitulos siguientes.

Figura 4. Micrografia de microscopia electronica de la estructura de la capa S de H. walsbyi C23 (estructura bilaminar,

izquierda) y de la estructura trilaminar presente en HSBQOO1 (derecha).
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2. PAN-GENOMA, VARIABILIDAD PROCARIOTICA DENTRO DE UNA ESPECIE

Durante los ultimos afios se ha producido un gran cambio en el estudio y entendimiento de la dindmica de
genomas bacterianos. Tradicionalmente, el principal factor en la adaptacion y evolucion génica microbiana eran las
mutaciones, como ocurre en el caso de metazoos y plantas. A partir de la aparicién de la gendmica comparativa,
este punto de vista evolutivo cambid, introduciéndose la idea de que la mayor variabilidad en los genomas
procarioticos se debia a la existencia de grupos de genes que variaban de una cepa a ofra y que estaban
relacionados con diferencias en la patogenia y otras propiedades especificas de la cepa (Bergthorsson & Ochman
1998). Ademas, se demostré que los cromosomas bacterianos se encuentran bajo una presién selectiva que
modela profundamente la organizacién de los mismos, al igual que ocurre en los eucariotas. 17 afios después de
la aparicion de la secuencia completa del primer microorganismo de vida libre, las bases de datos contienen 1945
genomas bacterianos completamente secuenciados publicados en Genebank (a fecha 18-03-2012). Sin embargo,
en la mayoria de casos s6lo se encuentran secuenciados 1 6 2 genomas por especie, haciendo muy dificil estimar
el nimero de genomas que harian falta para describir completamente una especie bacteriana (existen algunas
excepciones, como el caso de E. coli, donde existen mas de 60 cepas secuenciadas (Lukjancenko et al. 2010)).

La exploracion de la diversidad microbiana por aproximaciones moleculares llegé a su culmen aproximadamente al
finalizar el siglo pasado. En estos momentos, nos encontramos en un renacimiento del estudio de la diversidad
microbiana gracias a la metagendmica, aplicando la secuenciacion del DNA ambiental a gran escala. En el
esquema presentado en la Figura 5, es posible encontrar varias de las vias seguidas en metagenomica: la
construccion de librerias metagenémicas mediante clonacion del DNA ambiental en plasmidos, fésmidos o BACs y
secuenciarlos posteriormente o, secuenciar directamente el DNA extraido de la biomasa que se quiera estudiar.
Obviamente, la ventaja de la primera metodologia es la disposicion “fisica” de la secuencia nucleotidica, y la gran

desventaja es que sesgo que presenta todo proceso de clonacion, por lo que estas libererias pueden no ser
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representativas de la biodiversidad real existente (ver por ejemplo (Ghai, 2010 #680), donde se comparan los
resultados de secuenciacidn de una libreria metagenémica frente a un metagenoma pirosecuenciado directamente

de una misma muestra del Mediterraneo).

Figura 5. Esquema de las vias seguidas en metagenémica: construccion de librerias metagenomicas o secuenciacion directa.

Una de las ventajas de la construccion de librerias metagenémicas es la posibilidad de realizar busquedas definidas de genes

0 la expresion heteréloga de actividades de interés tecnoldgico.
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Sabemos desde hace afios que los genomas son entidades extraordinariamente plasticas con un enorme potencial
de cambio. Al tener acceso a cientos de genomas de aislados individuales se ha podido obtener una instantanea
de cémo es el “pan-genoma” estatico de una especie. Los genomas de bacterias y arqueas varian ampliamente
dentro de los limites de una especie bien definida, lo que ha llevado al concepto del “pan-genoma” de la especie
(Tettelin et al. 2005) para referirse al gran reservorio genético presente en diferentes cepas o linajes. En el afio
2005, Tettelin et al. secuenciaron ocho genomas de aislados de Streptococcus agalactiae concluyendo que en
teoria, nunca se podrian definir completamente las especies bacterianas, ya que con cada nuevo genoma
secuenciado de la especie estudiada, se afiaden mas genes al repertorio génico de la misma (Figura 6).

En general, el pan-genoma, definido como el repertorio génico global de una especie bacteriana, se puede dividir

en 3 partes:

17

Universidad Internacional de Andalucia, 2013



Variabilidad de la IG1 de Haloquadratum walsbyi- MASTER BIOINFORMATICA, UNIA -2012

i) El core-genoma, que estaria formado por el conjunto de genes presentes en todos los miembros de una especie
y que representa una estimacién minima del repertorio génico del ancestro comun a todos ellos. Este core-genoma
incluiria todos los genes responsables de los aspectos bioldgicos basicos de una especie y de los rasgos
fenotipicos principales.

ii) El genoma adaptativo o flexible, que englobaria al conjunto de genes presente en algunas cepas de la especie
pero no en todas. Este conjunto de genes contribuiria a la diversidad de las especies y podria contener genes
implicados en rutas metabdlicas complementarias y con funciones no esenciales para el crecimiento bacteriano
pero que confieren ventajas selectivas al microorganismo que los tenga, como pueden ser la adaptacion a
diferentes nichos, resistencias a antibioticos o colonizacion de nuevos huéspedes.

iii) Los genes especificos de cepa, que son aquellos que estarian presentes en una Unica cepa de la especie y

tendrian caracteristicas similares a los genes dispensables.

Figura 6. Tamafio del pan-genoma en funcién del nimero genomas secuenciados. Las curvas muestran los valores
extrapolados del pan-genoma a un mayor nimero de cepas secuenciadas. El tamafio del pan-genoma de las especies
crece con el numero de cepas secuenciadas (pan-genoma abierto, S. agalactiae) o se satura rapidamente (pan-genoma
cerrado, B. anthracis). Después de secuenciar un elevado nimero de cepas, el nimero de genes dispensables en un pan-

genoma abierto es mucho mayor que el tamafio del core-genoma (adaptada de Medini et al., 2005).
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En especies con el pan-genoma abierto cada nueva cepa secuenciada contribuye con un niimero determinado de
genes, con lo que el nimero de genes especificos de cepa aumenta constantemente. Esto significaria por tanto
que el pan-genoma podria tener un tamafio ilimitado (Bentley 2009). Por otro lado, las especies que contienen el
pan-genoma cerrado, es decir, que no aumenta de tamafio a medida que se afiaden mas genomas secuenciados,
como es el caso de Bacillus anthracis, s6lo haria falta un nimero pequefio de cepas para explorar su diversidad

génica.
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2.1. VARIABILIDAD GENETICA DE LOS GENOMAS PROCARIOTICOS.

Sin embargo, la dinamica de los procesos que han originado tal diversidad de genomas es mas dificil de abordar.
Una aproximacion que esta arrojando nuevo datos sobre la dindmica evolutiva de los genomas procariéticos es la
metagendmica. La secuenciacion de DNA extraido directamente de comunidades naturales (en lugar de cultivos),
incluso cuando provienen de un solo punto en el tiempo, constituye el equivalente a una pelicula en la que las
etapas que conducen de un linaje a otro pueden analizarse. Uno de los mayores retos para entender la diversidad
procaridtica y su evolucion es explicar la diversidad de genomas que pueden encontrarse entre una sola especie (u
OTU, unidad taxondmica funcional). Hasta la fecha, los estudios llevados a cabo se concentran fundamentalmente
en la secuenciacion de aislados de patdgenos y, en raras ocasiones, organismos no patdgenos relacionados (por
ejemplo: (Dempsey et al. 2006; Hochhut et al. 2006; Lukjancenko et al. 2010; Muzzi & Donati 2011; Petrosino et al.
2006; Tettelin et al. 2005; Willenbrock et al. 2006). Estos estudios han puesto de manifiesto la gran variabilidad que
puede existir entre los genomas de multiples aislados de una misma especie, con diferencias de tamafio, repertorio
genético y sintenia. Sin embargo, esta aproximacion tiene sus contras ya que las cepas secuenciadas deben
representar la diversidad real de la especie, y esto dificilmente es garantizable ya que, por ejemplo, los aislados
clinicos son representativos de linajes muy virulentos seleccionados por el sistema de defensa del hospedador o
por resistencia a antibioticos. De manera similar, los aislados de vida libre son seleccionados por su adaptacion a
crecer en el laboratorio o por producir colonias visibles, luego el sesgo introducido por la metodologia de cultivo es

a menudo impredecible y no se debe obviar.

Un acercamiento alternativo para estudiar el pan-genoma sin este sesgo es mediante metagendmica, ya que el
metagenoma de un hébitat contiene secuencias de diferentes linajes de especies y esta informacion puede ser
usada para inferir la diversidad gendmica entre los mismos. Uno de los requerimientos, por tanto, es tener al
menos un genoma de una cepa de referencia para identificar fragmentos metagenémicos como pertenecientes a la
especie. También, se requiere que la especie sea muy abundante en el habitat elegido. De manera general, los
ambientes extremos se caracterizan por tener una comunidad microbiana simple, luego pueden servir de excelente
modelo para el desarrollo de modelos ecoldgicos microbianos y posteriormente, extrapolar los resultados a
ecosistemas méas complejos. Hasta la fecha, la complejidad de la comunidad microbiana se ha calculado en
términos de diversidad de marcadores filogenéticos tales como el 16S rRNA. Sin embargo, esta aproximacion no
puede estimar la extensién de la variabilidad intragenémica dentro de la misma especie. De hecho, secuencias de
genomas completos de muchas cepas de una misma especie (normalmente organismos patdégenos cultivables) a
menudo revelan un amplio contenido génico diferente (por ejemplo, (Lukjancenko et al. 2010). El genoma
“‘adaptativo” presente en sélo unas cuantas cepas de una especie no parece ser esencial para la supervivencia
celular, pero provee la posibilidad de adaptarse a fluctuaciones ambientales, como por ejemplo, el uso de
diferentes nutrientes. El conocimiento sobre estos genes accesorios (tamafio y composicion) seran esenciales en
areas desde la Ecologia (cuantos fenotipos diferentes pueden existir dentro de una misma especie) a la

Biotecnologia (diversidad genética para la explotacién tecnolégica).
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2.1.1. Islas Metagendmicas.

Las islas gendmicas se han definido como elementos similares a las islas de patogenicidad presentes en
microorganismos patogenos (Dobrindt ef al. 2004), sin embargo, su naturlaza es muy diferente. Tienen en comdn
el hecho de ser regiones largas del cromosoma que forman parte del conjunto de genes accesorios, es decir,
genes que no estan presentes en todos los representantes de la especie y reflejan una adaptacién especifica al
ambiente en el que habita el microorganismo. Muchas de las islas de patogenicidad representan regiones del
genoma que han sido previamente transferidas por un elemento genético movil o por mecanismos de transferencia
horizontal (Kettler et al. 2007). Ademas, estas islas suelen estar asociadas a tRNAs y estar flanqueadas por
estructuras repetidas (Dobrindt et al. 2004). Sin embargo, las islas gendmicas de bacterias libres (no patégenas)
no siempre comparten estas caracteristicas.

En los genomas de muchos genomas de bacterias de vida libre existen también “islas gendémicas” ricas en genes
Unicos no compartidos por el resto de las cepas aisladas ni tampoco por el resto de las cepas o linajes presentes
en el metagenoma (Coleman et al. 2006; Kettler et al. 2007; Rodriguez-Valera et al. 2009; Ting et al. 2002).
Coleman et al. (2006) utilizo este enfoque para estudiar la diversidad genémica en Prochlorococcus marinus, una
cianobacteria marina predominante en aguas oceanicas oligotréficas. Mediante la comparacion del genoma de una
cepa de referencia frente al metagenoma del Mar de los Sargazos (Venter et al. 2004), se identificaron regiones
bien definidas del genoma de referencia que tenian secuencias de muy poca o ninguna homologia en el
metagenoma. Estas regiones, llamadas islas gendémicas (Gl), se consideran hipervariables y de hecho pueden ser
Unicas para la cepa de referencia. Muchos de los genes de la isla metagendémica estaban relacionados con el
estrés de nutrientes y la adaptacion distinta intensidad de la luz. Estos linajes pueden coexistir por especializacion
en micro-nichos gracias a ese contenido diferencial de genes (por ejemplo mediante la utilizacién heterétrofa de
diferentes compuestos orgénicos). Curiosamente, en algunas de las islas metagendmicas se encuentran genes
que codifican proteinas que participan de alguna manera en estructuras celulares extracelulares (como el
exopolisacarido, pilis y componentes flagelares), componentes de la superficie celular (por ejemplo, glicoproteinas
(CSGs)), proteinas de gran tamafio que son probablemente extracelulares y factores implicados en glicosilacién de
componentes de la superficie (Avrani et al. 2011; Coleman et al. 2006; Wilhelm et al. 2007). Todos estos genes son
posibles sitios de reconocimiento de fagos, lo que podria indicar que esta esta variabilidad tendria un papel en la
prevencion del reconocimiento de los fagos (Rodriguez-Valera et al. 2009). Por tanto, los fagos pueden
desempefiar un papel fundamental como garantes de la micro-diversidad necesaria para aprovechar los recursos

ecoldgicos de manera eficiente (Thingstad 2000).

2.1.2. Mecanismos de variabilidad genética.

Los procesos por los cuales se ganan o pierden genes en un genoma, contribuyendo a la diversidad del repertorio
génico de un microorganismo, han sido ampliamente estudiados (Abby & Daubin 2007). Los procariotas poseen
genomas altamente dinamicos que adquieren, pierden y reordenan informacién génica relevante (Figura 7), lo que
hace que sean ecoldgica y fenotipicamente muy diversos (Dutta & Pan 2002). Para explicar esta gran diversidad

génica presente en los procariotas, se postulan dos mecanismos:
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i) modificaciones internas de la informacién genética, es decir, variaciones que derivan de la divergencia (Milkman
1997). Las mutaciones puntuales producidas en los genes pre-existentes de un organismo pueden llevar a la
modificacion lenta pero continua de los mismos, permitiendo asi una expansion gradual de su nicho. Pueden ser
responsables de la diversificacion y la especiacion de los microorganismos en una escala evolutiva a largo plazo
(Dutta & Pan 2002).

ii) pérdida o adquisicién de un conjunto de genes de otras especies por procesos de transferencia horizontal de
genes (HGT) (Syvanen 1998). Un genoma puede perder genes o bien por escisidn, cuando el gen desaparece
completamente del genoma del microorganismo, o por formacion de pseudogenes (resto de un gen funcional
antiguo que ya no es funcional), lo que ocurre cuando se acumulan mutaciones (puntuales y/o inserciones o

deleciones) dando como resultado la pérdida de funcién de esos genes.

Figura 7. Dindmica y técnicas de deteccion de los mecanismos por los que se produce la variabilidad en el repertorio
génico de un microorganismo (adaptada de Abby y Daubin, 2007).

Ganancia de genes Pérdida de genes

Genes de transferencla

horizental (I} Nueve adguiride:
composicien atipica Pseudogenes:
Comparacian antre

gandmas Cancancs

Genes de transferencia

harizental (Il Desplazamisnto
da gen no ortélogo:
Andlisis filogenético

Genes de transferencia
harizental (I} Homdaloge en

el receptor:
Andlisis filogenético /

S

Escisidon génica:

\Maucl} génico

Ly J

Duplicacidn:
Andlisis flogendico

La constante pérdida de genes y/o funcién de los mismos en un genoma puede estar compensada por la

adquisicion de nuevo material genético. En procariotas se pueden producir duplicaciones y pérdida de genes pre-
existentes (Lerat et al. 2005) o se pueden integrar genes con procedencias distintas dentro de un genoma
mediante HGT. La transferencia horizontal hace referencia a la adquisicion de genes foraneos por parte de un

organismo y parece ser un mecanismo importante en la especiacion y adaptacién de los procariotas a nuevos
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ambientes (Ochman 2001). Los procesos de HGT pueden resultar en una alteracién a gran escala de la estructura
y organizacion de los genomas y, por tanto, serian capaces de generar nuevas variantes de cepas procariotas.
Este fendmeno es bastante frecuente entre procariotas, especialmente como respuesta a cambios en el ambiente,
y hace que la diversidad génica aumente proporcionando acceso a nuevos genes ademés de los heredados
(Ochman et al. 2000; Syvanen 1998). La mayoria de genomas de microorganismos secuenciados muestran algun
ejemplo de posibles casos de HGT (Ragan 2001). En estudios realizados con genomas completos bacterianos y
de archaeas, se ha detectado que el porcentaje de genes de HGT varia entre 1,56 y 14,47 % del total de genes
(Garcia-Vallve et al. 2000).

Para llevar a cabo una transferencia efectiva del material genético entre especies, se necesitan tres pasos: la
cesion del gen desde el donador hasta el receptor, la incorporacién de la nueva secuencia en el genoma del
receptor y, finalmente, la expresion del gen. Los procariotas han desarrollado tres mecanismos principales para la
realizacion de esta transferencia de material genético: transduccion (proceso de transferencia genética mediada
por bacteriéfagos que contienen el DNA de la célula donadora, conjugacion (transmisién del DNA mediada por un
plasmido o mediante transposones conjugativos) y transformacién (DNA desnudo se incorpora a la célula
receptora). Una vez que un gen se ha transferido de una célula donador a una receptora, tienen lugar la
estabilizacion del nuevo material genético en el receptor. La integracién del nuevo gen en el cromosoma del
receptor puede producirse por recombinacién homéloga mediada por la proteina recA, o por recombinacion no
homéloga que puede ser especifica de sitio (requiere la existencia de pequefias regiones de homologia entre
ambas moléculas de DNA y que esta mediada por una integrasa) o ilegitima (que no requiere homologia entre las
moléculas de DNA y que esta mediada por transposasas). Los genes transferidos se replican como parte del

genoma del receptor y se transmiten a la descendencia de manera estable a lo largo de generaciones sucesivas.

De manera general, existen dos clases de métodos de deteccién de genes de transferencia horizontal: los métodos
filogenéticos basados en el analisis filogenético de genes o proteinas individuales (Tamames & Moya 2008) y los
basados en el analisis de la composicion de nucledtidos. Estos Ultimos estan basados en el analisis de la
composicion de DNA y en la asuncién de que un genoma individual tiene caracteristicas propias asociadas a la
composicion de su DNA (Jordan & Koonin 2004). En general, estas aproximaciones se basan en la idea de que
cada genoma tiene un patron caracteristico de contenido en G+C, uso de codones y frecuencia de di-, tri- y
tretranucledtidos. Los genes que difieren significativamente del resto del genoma en estos pardmetros se
consideran posibles genes de transferencia horizontal. Sin embargo, la composicién anémala de nucleétidos sélo
se puede aplicar a fenébmenos de transferencia reciente puesto que cuando un gen se incorpora a un genoma
nuevo se produce un proceso conocido como proceso de mejora (Lawrence & Hendrickson 2005), mediante el cual
este gen ajusta su composicién en bases y uso de codones a los de la célula hospedadora. Los genes que estén
bajo el proceso de mejora mostraran caracteristicas intermedias entre las originales (caracteristicas del organismo

donante) y las de su nuevo entorno (organismo receptor).
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2.2. VARIABILIDAD GENOMICA en el CRISTALIZADOR de las SALINAS SOLARES. Islas Genémicas de H.
walsbyi DSM 16790.

El cristalizador CR30 de la salina solar de Santa Pola (Alicante), donde se alcanza la saturacion de NaCl, por su
simplicidad y por la cantidad de datos experimentales que se poseen (Anton et al. 1999; Benlloch et al. 2001;
Benlloch et al. 2002; Benlloch et al. 1995), es uno de los pocos habitats donde se puede estudiar mejor la
variabilidad genémica de una especie. Las aguas hipersalinas con mas del 30% w/v de sal suelen tener altas
concentraciones de células procariotas (107 ml), y las células de Haloquadratum pueden llegar a alcanzar hasta
un 80% de la comunidad total del cristalizador. Ademas, se han descritos los niveles mas altos de particulas de
virus descritos hasta la fecha: 10° ml* (hay pocos o ningun ciliados y, tampoco flagelados depredadores (Pedros-
Alio et al. 2000)). La diversidad a nivel mundial de este organismo ha sido examinada utilizando secuencias del
gen 16S rRNA, y estos datos indicaron que las poblaciones de H. walsbyi son altamente coherentes (Oh et al.
2010), con un nivel de variacién menor del 2%, un valor muy cercano a la divergencia del 1,6% observado entre los
dos genomas genomas de H. walsbyi (Bolhuis et al. 2006; Dyall-Smith et al. 2011). No sélo fue H. walsbyi el grupo
dominante microbiana en estos sitios, sino que también parecia ser la Unica especie de este género, siendo comun
encontrar secuencias idénticas en sitios distantes geograficamente. Esta imagen de conservacion global contrasta
con otros géneros también frecuentes de haloarchaea, tales como Halorubrum y Haloarcula, los cuales muestran
niveles mucho mas altos y mayor divergencia en los genes rRNA (7%).

En el momento en que este trabajo se realizo, ademas de los dos genomas de H. walsbyi, también se disponia de
una libreria metagenoémica de fésmidos construida a partir de biomasa recogida en el cristalizador de la salina
donde la cepa H. walsbyi DSM 16790 fue aislada. De esta libreria, se secuenciaron aproximadamente los extremos
de unos 1500 fésmidos, dando a conocer la existencia por primera vez las cuatro islas metagendmicas existentes
en esta cepa (definidas como regiones gendmicas de mas de 20 Kpb con un reclutamiento de secuencias
ambientales significativamente menor) (Cuadros-Orellana et al. 2007; Legault et al. 2006) (Figura 8B).
Posteriormente, se secuenciaron aleatoriamente 23 fésmidos completos de esta libreria (Figura 8C) (Cuadros-
Orellana et al. 2007). Mas tarde, en el 2011, se publicé un segundo metagenoma de biomasa del CR30, SS37,
esta vez obtenido mediante pirosecuenciacion (Ghai et al. 2011). Este Gltimo ha sido el usado en este trabajo,
permitiendo delimitar mucho mejor las islas metagenomicas de H. walsbyi DSM 16790 y C23.

En efecto, la clonacion y secuenciacién del DNA ambiental procedente de las poblaciones naturales de
Haloquadratum demostré que el pan-genoma de la especie contendria, al menos, otro genoma equivalente (3
Mpb) al genoma de la cepa secuenciada (Legault et al. 2006). Tras el andlisis de las secuencias de Haloquadratum
que no formarian parte del core-genoma de la especie (fragmentos genémicos comunes en todas las cepas de la
especie) se comprobd que las diferencias encontradas tienen implicaciones eco-fisiologicas para H. walsbyi y se
postuld que las diferentes cepas o linajes estarian especializadas en la explotacién de diferentes compuestos
organicos, evitando la competencia directa por el recurso o sustrato natural. Muchos de estos genes, especificos
de los diferentes linajes y localizados en regiones hipervariables del genoma o islas gendmicas, estarian
relacionadas con proteinas de superficie que darian a las distintas cepas susceptibilidades diferentes al ataque de
virus.
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Figura 8. Islas genomicas de H. walsbyi DSM 16790 (Cuadros-Orellana et al. 2007). (A) Contenido G+C a lo largo del
genoma. (B) Reclutamiento gendmico usando los extremos de los fésmidos. (C) Representacion de los fésmidos
secuenciados donde se indica la sintenia (verde), o la ausencia de ella (rojo), respecto del genoma de referencia.
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La imagen de la enorme diversidad y plasticidad presente en el cristalizador de la salina, un sistema casi mono-
especifico, contrasta con la simplicidad existente en otros ambientes extremos como el biofilm de una mina acida
analizado también mediante metagenémica (Tyson et al. 2004). En el biofilm, la diversidad genética de los
quimiolitotrofos presentes ha demostrado ser bastante restringida incluso a nivel de sustituciones de nucleétidos.
En contraste, los organismos dominantes en las salmueras saturadas son heterétrofos, y requieren una amplia
variedad de carbono y otros nutrientes (durante el dia las haloarchaeas puede obtener energia a partir de la
rodopsina, pero no pueden fijar CO; o Nj). Estos nutrientes se obtienen de un conjunto muy diverso de
compuestos organicos liberados por el alga Dunaliella sp., y otros microbios presentes a bajas salinidades (Gasol
et al. 2004; Pedros-Alio et al. 2000). Por lo tanto, los resultados sugieren que diferentes clones o linajes dentro de
H. walsbyi se especializan en la explotacion de los diferentes compuestos organicos y todos ellos conviven en un

conjunto diverso de recursos.

2.2.1. Isla genémica | de H. walsbyi.

La isla genémica 1, (Gl1), esta situada entre los nucledtidos 257397-302834 (45,4 Kpb) del genoma de la cepa
HSBQOO01 (Figura 8 y 9). Esta isla es atipica en comparacién con otras islas existentes en el genoma por dos
razones importantes: en primer lugar, el contenido promedio de GC (47,86%) es similar a la media del genoma
(47,90%) y en segundo lugar, no posee elementos IS o genes putativos de fagos (HQ_1109, la transposasa en el
interior GI1 no es funcional). La caracteristica principal de GI1 es poseer genes que codifican gran parte de las
glucoproteinas que tiene el genoma, las cuales estan glicosiladas en su mayoria (CSG, Cell Surface glycoprotein)

(Schaffer et al. 2001; Schaffer & Messner 2001). Se ha sugerido que alguna de las cuales podrian ser los
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componentes de la capa S, la cual proporciona rigidez a la envoltura celular de haloarchaea (Mengele & Sumper
1992; Schaffer & Messner 2001). La comparacion con otras proteinas que forman la capa S de otras haloarchaeas,
como las de Halobacterium salinarum y Haloarcula marismortui ATCC 43049, permitio identificar a la ORF
HQ_1207 como la posible candidata para desempefiar un papel similar en H. walsbyi (Blaurock et al. 1976;
Trachtenberg et al. 2000). A diferencia de otros genomas de haloarchaeas secuenciadas, donde el nimero de
CSGs es dos 0 menor, H. walsbyi DSM 16790 tiene un total de 18. Esta gran diferencia se ha atribuido a la
arquitectura compleja asociada con la morfologia de las células cuadradas (Walsby 2005). Sin embargo, una
explicacion alternativa estaria relacionada con la alta densidad de poblacién que este organismo alcanza en el
cristalizador (hasta 108 células/ml). Esta alta densidad de poblacién la hace un blanco ideal para la depredacion de
fagos con consecuencias drasticas si todas las células de H. walsbyi compartiesen las mismas CSGs y ésta
pudiese ser reconocida por un tipo de fago. De esta manera, esta variabilidad estaria protegiendo a H. waslbyi de

alguna manera. (Esta idea se desarrolla en el apartado de Discusién).

2.2.1.1. Variabilidad de la isla gendémica | de H. walsbyi.

La primera vez que se observé la variabilidad existente en la 1G1 fue a través de la secuenciacién de los 23
fosmidos publicados en Cuadros-Orellana et al. (2007). Por azar, uno de los fosmidos secuenciados, eHw-559,
mapeaba en esta zona del genoma de H. walsbyi DSM 16790, la cual contenia genes necesarios para la formacién

de la envuelta celular.

Figura 9. Variabilidad de la isla gendmica | de H. walsbyi DSM 16790 comparada con eHw-559 (Cuadros-Orellana et al.
2007).
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La hipétesis anterior esta apoyada por la secuencia que se encuentra en eHw-559 y cuya comparacion con el
genoma de H. waslbyi DSM 16790 se encuentra en la Figura 9. Este fosmido tiene un conjunto alternativo de
CSGs con dos regiones principales de variacion: i) uno de ellos es el gen hmu2 gen (HQ_1197) que codifica para
una CSG con la similitud con el gen halomucin hmu (HQ_1081) y podria ser parte de la capa de envoltura celular
externa (Bolhuis et al. 2006). i) La otra ORF es HQ_1205, anotada como putativa adhesina y con las
caracteristicas de una glicoproteina secretada. La identidad entre las copias de las proteinas Hmu2 y HQ_1205 y

sus homologos ambientales no sobrepasa el 24% de similitud.
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En la isla Gl4, casi simétrica con respecto al origen de replicacion de GI1, se encuentras tres copias paralogas de
Hmu2. La recombinacién entre estas dos zonas del genoma podria explicar el alto nivel de variacion que se

encuentra en estos genes, sin embargo esto no se ha podido comprobar.

3. NUEVAS METODOLOGIAS DE SECUENCIACION

La primera generacion de técnicas para secuenciar DNA naci6 en 1975 con la metodologia de Sanger y Coulson,
la cual necesitaba clonar cada lectura inicial para producir un DNA de cadena simple. En 1977, Maxam y Gilbert
publicaron la metodologia de secuenciacién de DNA mediante degradacién quimica, basado en la modificacién
quimica y posterior rotura del DNA. EI mismo afio, Sanger publicé el método de secuenciacion de DNA por sintesis
quimica, que establecié un nuevo estandar para los proximos 30 afios. Actualmente, el método de Sanger es
utilizado en la mayoria de los laboratorios del mundo. Este escenario ha cambiado con el desarrollo de nuevas
metodologias de secuenciacion masiva (Mardis 2008a; Mardis 2008b). El aumento de la capacidad de
secuenciacion de los centros especializados, junto con la reduccién de los costes de la misma y la aparicion de
estas nuevas tecnologias, ha permitido la publicacién de la secuencia completa de 1925 genomas de organismos
hasta Marzo 2012 y a 5230 proyectos de secuenciacion de genomas en marcha (Figura 10). En estos momentos,
existen muchos proyectos para secuenciar un gran nimero de genomas procariéticos, uno de los mas ambiciosos

puede encontrarse en: http://ldl.genomics.cn/page/M-research.jsp.

Figura 10. Aumento de genomas secuenciados o en proyecto de Secuenciacion. (Datos tomados de Genebank,
18/03/2012, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/Iproks.cgi)
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Todos estos cambios se han producido a partir del 2003/4 gracias a la comercializacion de nuevos métodos de
secuenciacion como son:

- Lapirosecuenciacion

- La secuenciacion tipo Solexa (y en menor medida, Solid)

- La denominada “single-cell genomics”.

Ya que el presente trabajo se basa en el estudio de varios fragmentos de DNA secuenciados mediante una de

estas nuevas tecnologias, la pirosecuenciacion, paso a describir los aspectos mas importantes de las mismas.

3.1. Métodos de Secuenciacion de Segunda Generacion.

Los métodos de secuenciacidén de segunda generacion se basan en la inmovilizacién del DNA directamente en
soportes sin necesidad de clonarlo previamente. Tres plataformas de segunda generacién han sido
comercializadas por el momento: la Pirosecuenciaciéon 454 desarrollada por Roche (454, Bradford, CT, USA;

Roche Applied Science), lllumina/Solexa Genome Analyzer (lllumina, Inc.) y el sistema SOLID™ desarrollado por

Applied Biosystems (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Estas plataformas han aumentado la efectividad

de la secuenciacién del DNA ordenes de magnitud y han permitido generar lecturas de gigabases en un solo

experimento (denominado “run”). Estos sistemas incluyen sistemas complejos de enzimas, quimica, 6pticas de alta
resolucion ademas de “hardware”y “software” para el andlisis de resultados. Difieren de los métodos tradicionales
de secuenciacion fundamentalmente en dos aspectos:

i) Primero, en vez de hacer una secuenciacién de clones de DNA de algunos individuos (por ejemplo, 96
secuencias paralelas en un secuenciador capilar Sanger), cientos de miles (sistema 454) o miles de millones
(Solexa y SOLID) de moléculas de DNA son secuenciadas en paralelo, usando volumenes de reaccion
menores.

i) Segundo, la secuencias obtenidas son generalmente mas cortas que las generados por secuenciacion
tradicional: 100-150 pb para las tecnologias Solexa y 50 pb SOLID, aunque pueden alcanzar actualmente los
800-1000 nucledtidos para el sistema FLX plus de 454.

3.1.1. Pirosecuenciacion.

El secuenciador 454 (454 Life Sciences), esta basado en procesos de emulsién, secuenciacion por sintesis y
pirosecuenciacién. Esta tecnologia fue publicada en el 2005 (Margulies et al. 2005), y comprada por Roche
Diagnostics en el 2007. La versién més actual del mismo es el “Genome Sequencer FLX Plus System” (Roche
Applied Sciences) https://www.roche-appliedscience.com/sis/sequencing/index.jsp. La tecnologia 454 empezo
leyendo 100 pb, después de 16 meses podia leer 250 pb, més tarde, 400 pb y a partir de la segunda mitad del
2011, fragmentos de hasta 800 pb. En la Figura 11, se muestra un esquema de los pasos seguidos en este tipo de

secuenciacion.
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Figura 11. Pasos seguidos en la pirosecuenciacion 454 (Roche).
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Fase I: Preparacion del DNA. El objeto es generar una cadena de DNA de una sola hebra unida a los

adaptadores A y B, denominada sstDNA. El proceso de preparacion comprende una serie de pasos enzimaticos

para producir una cadena de DNA de cadena sencilla (sstDNA) que tenga incorporada los iniciadores, o primers, y

los adaptadores de unién. Por ejemplo, cuando se trata de DNA gendmico (DNAg), éste es fraccionado en trozos

de menor tamafio (300-800 pb) que son subsecuentemente truncadas en los extremos para hacerlos romos. En

estos extremos se ligaran unos adaptadores cortos, denominados en la figura A y B. Estos adaptadores son las

secuencias iniciadoras o “primers”, para la amplificacion mediante PCR de la Fase Il (emPCR). También seran
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utiles para la secuenciacion de fragmentos de librerias de muestras. Cuando partimos de DNA de bajo peso
molecular, éste es usado directamente sin fragmentar y la preparacion de la muestra comienza con la ligacién de
los adaptadores A y B. La libreria de sstDNA producida al final de esta etapa es analizada para conocer tanto su
calidad como la cantidad 6ptima (numero de cadenas de DNA copia por particula) necesaria para la emPCR, el

paso siguiente.

Fase IIl: PCR en emulsion. En esta etapa tiene lugar la inmovilizacion del DNA en particulas microscopicas y la
produccion de clones de la hebra sstDNA unidas a la misma microesfera. Cada una de ellas transporta un unico
fragmento de sstDNA de la libreria gendémica. El conjunto global de estas particulas es emulsionado con los
reactivos usados en la reaccion de amplificacion de DNA (o comunmente llamada PCR) en una mezcla que
contiene basicamente agua y aceite. Posteriormente, cada una de estas particulas es separada en un micro-
reactor donde se lleva a cabo la reaccion de amplificacion de DNA. Esta amplificacién es llevada a cabo en un
conjunto, por lo que el resultado final son cientos de miles de particulas en las que cada una de ellas posee unida

miles de fragmentos iguales entre si de DNA y diferentes entre una particula y otra.

Fase llI: En esta fase tiene lugar la inclusién de cada una de las particulas preparadas en la Fase Il en una matriz
solida llamada “PicoTiterPlate” y la secuenciacion en paralelo a la sintesis de la cadena complementaria de las
sstDNA. Ayudado con un sistema de bombas, el sistema hace pasar los reactivos a través de los pocillos del
“PicoTiterPlate”. Estos reactivos contienen los cuatro nucledtidos que constituyen el DNA, Adenina, Timina,
Citosina y Guanina. Durante el flujo de nucleétidos, cada una de las cientos de miles de particulas, con millones de
copias de DNA cada una, es secuenciada en paralelo. Primero, se hace fluir un nucleétido (G en la figura), si éste
es complementario al nucleétido correspondiente de la cadena de DNA unida a la particula, la enzima DNA-
polimerasa (afiadida en la mezcla) extendera la cadena de DNA unida a esa particula en cuestion mediante la
adiccion de ese nucledtido. Cada ciclo de secuenciacion consiste en el flujo de nucleétidos individuales en un
orden previamente fijado (TACG) a través del “PicoTiterPlate”.

La adiccién de uno (0 mas) nucleétidos transcurre a través de una reaccidn que genera una sefial luminiscente que
es grabada en la camara fotosensible CCD que posee el secuenciador. La fuerza de la sefial es proporcional al
numero de nucledtidos incorporados en cada flujo de carrera individual de cada nucledtido. La luz resultante de la
reaccion de secuenciacion viaja atravesando la placa base del “PicoTiterPlate” y es capturada por la camara CCD.
La combinacién de la intensidad de sefial con la posicion del origen de esa sefal permite al software determinar la
secuencia de cientos de miles de reacciones individuales simultaneas, produciendo por tanto, millones de bases de

secuencia por hora en una sola carrera.

Fase IV: Por ultimo, tiene lugar el ensamblaje de las secuencias generadas y analisis de los datos. El programa
que usan por defecto (Roche) los pirosecuenciadores 454 es el ensamblador “Newbler”, pero existen otros
ensambladores en el mercado actual gratuitos y ademas, no siempre es necesario disponer de las secuencias

ensambladas.
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3.2. Métodos de Secuenciacion de Tercera Generacion.

A partir del 2010/2011 comenzaron a desarrollarse las metodologias de secuenciacién denominadas de “tercera
generacion”, basadas en su mayoria en la secuenciacion de una sola molécula y en la minimizacién de la quimica
y aparataje usados en el proceso de secuenciacion (Munroe & Harris 2010). Estos avances permitiran en un futuro
muy cercano reducir el precio de la secuenciacion de uno a dos érdenes de magnitud, lo cual propiciara el
desarrollo del “la genémica personal”; hacer la secuenciacién de todo el genoma humano de cualquier persona en
menos de un dia, por 1.000 dolares o menos (Mardis 2008a; Mardis 2008b). Por lo tanto, estos avances permitiran
la secuenciacion de miles de procariotas (y virus), cuyos genomas son de un tamafio muy inferior al de células

eucarioticas.

Alguna de estas metodologias se muestras esquematicamente en la Figura 12:

1. “Helioscope(™) single molecule sequencing” (http://www.helicosbio.com).  El secuenciador de Helicos
BioSciences se basa en la secuenciacion de una sola molécula de DNA y utiliza adaptadores poli-A para fijar
los fragmentos de DNA sobre la superficie de la célula de flujo. Mediante lavados ciclicos de la celda de flujo
con nucledtidos marcados con fluorescencia (un tipo de nucleétidos a la vez, como con el método de Sanger),
se sintetiza y se secuencia a la vez cada una de las cadenas de DNA. Las lecturas son cortas, de hasta 55 pb,
y, supuestamente, este sistema es capaz de leer homopolimeros de DNA con una tasa de error baja. Esta
tecnologia es capaz de llegar a producir miles de millones de cadenas en un solo experimento (produciendo
mas que 2 Gpb de datos de secuenciacién por dia).

2. “Nanopore”. Este método se basa en la lectura de la sefial eléctrica que ocurre al pasar los nucleétidos de una
cadena de DNA por un canal constituido por la proteina alfa-hemolisina unida covalentemente con
ciclodextrina. Estos componentes seran sustituidos en el futuro por polimeros que desempefien la misma
funcién. EI DNA, al pasar por este nanoporo cambia su corriente iénica, y este cambio, depende de la forma,
tamario y longitud de la secuencia de DNA. En teoria, cada tipo nucleétido provoca un flujo de iones con un
periodo de tiempo diferente, de manera que cada uno de ellos puede ser identificado (en la realidad son tres
nucledtidos los que estan en contacto con el poro y por tanto su sefal electroquimica). El método tiene un
enorme potencial ya que no requiere nucledtidos modificados y tedricamente, no tendria limite en la longitud
de la secuencia. En estos momentos, se ha demostrado que pueden llegar a generar lecturas de hasta 50 Kpb
y generar 1.3 Gpb por run en 6 horas. En la segunda mitad del 2012, se espera la comercializacion de su
tecnologia: MinlON, un mini-secuenciador con conexion USB a un precio de 900 dolares y hasta 512
nanoporos (150 Mb/h), y GridlON: mayor en tamafio que el anterior y con capacidad para 2000 nanoporos (en
el 2013, llegaran a los 8000 nanoporos). Ete dispositivo podria trabajar en paralelo y 20 de ellos, por ejemplo,
secuenciarian un genoma humano en 15 minutos. El error de secuenciacién asociado es alto, 96%, pero
supuestamente, podria ser minimizado a través de software.

3. “lon Torrent Systems Inc.” Es un sistema basado en la secuenciacién estandar Sanger, pero con un novodoso
sistema de deteccion basado en semiconductores. A diferencia de los métodos dpticos utilizados en los otros
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sistemas de secuenciacion, este método se basa en la deteccién de iones de hidrégeno liberados durante la
polimerizacion del DNA. Cada una de las hebras de DNA de cadena sencilla es inmovilizado junto con una
polimerasa en micropocillos, los cuales se inundan con un solo tipo de nucleétido. Si el nucleétido introducido
es complementario a la cadena de DNA, éste se incorporara en la misma gracias a la DNA-polimerasa
presente. Esto provoca la liberaciéon de un ion de hidrégeno que dispara un sensor de iones hipersensible, lo
que indica que una reaccion se ha producido y por lo tanto se ha incorporado un nucleétido en la hebra de
DNA sintetizandose. En el caso de homopolimeros, multiples nucledtidos seran incorporados en un solo ciclo
con la correspondiente liberacién de protones y una sefial electronica proporcional. La longitud acutal de las
lecturas de DNA con este sistema es de unas 100-200 bp, pero prometen alcanzar muy pronto las 400 pb.

“PacBio”. Se basa en el anclaje de una DNA-polimerasa en micropocillos los cuales son inundados por
nucledtidos marcados con fluoréforos de manera similar que en la tecnologia Sanger. Las cadenas DNA se
secuenciarian por sintesis de la cadena complementaria mediante la incorporacién de un nucleétido
complementario con la consiguiente liberacion de fluorescencia. El error de secuenciacién asociado es muy
alto (hasta una 10%), sin embargo, a través de software y de grandes volimenes de datos éstos se llegarian a

minimizar hasta un rango aceptable.

Figura 12. Alguna de las tecnologias de secuenciacion de Tercera Generacion (adaptacion de (Munroe & Harris 2010)).
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En el Anexo Ill, Tabla B y Tabla C, es posible encontrar mas informacidn sobre otras tecnologias de tercera

generacion (Informacién obtenida de Tavis et al. 2011).
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2.- PLANTEAMIENTO DEL TRABAJO Y OBJETIVOS

Los cristalizadores de las salinas solares estan poblados por densas comunidades de Archaea haldfilas, siendo H.
walsbyi la mas abundante. Tradicionalmente los ambientes hipersalinos se han descrito como sistemas muy
simples dominados por unas pocas especies de microorganismos. Se han realizado numerosos estudios basados
en el gen del 16S rRNA; sin embargo, el analisis este gen no refleja necesariamente la diversidad existente en la
comunidad procariota de un determinado ambiente. De hecho, estudios genoémicos y metagenomicos llevados a
cabo con microorganismos de distintos origenes han puesto de manifiesto la existencia de una gran diversidad

dentro de muchas especies.

El objetivo principal de este trabajo es el estudio de la microdiversidad existente en una zona muy concreta del
genoma de H. walsbyi DSM 16790 (HSBQOO01), la denominada Isla Gendmica | descrita por Cuadros-Orellana et

al. en el 2007 por primera vez. Para ello se plantearon los siguientes objetivos especificos:

- Estudio de la diversidad de GI1 mediante secuenciacion de fésmidos ambientales que codifiquen esa zona del
genoma de H. walsbyi.

- Descripcion de los genes presentes en GI1

- Comparacién gendmica entre las secuencias obtenidas y los genomas existentes de H. walsbyi.

- Estudiar los mecanismos de variabilidad genética de GI1 y la posible transferencia horizontal de los genes.

Estudiar posibles recombinaciones y los hot-spots existentes en esta zona hipervariable.
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3.- MATERIALES Y METODOS

Los experimentos se realizaron en el laboratorio de Microbiologia de la Universidad Miguel Hernandez de Alicante
bajo la supervision del Dr. Francisco Rodriguez Valera. La libreria de fésmidos del cristalizador CR30 de las
salinas de Santa Pola fue construida en el 2004, y la secuenciacion de los extremos de los fésmidos fue publicada
en el 2005-2006 por Legault et al. Esta coleccién de secuencias se encuentran en Genebank: GSS, 2947
secuencias totales, numeros de acceso DU826964-DU824018 (coleccién FLAS). Estas secuencias fueron los
datos de partida en la bisqueda de fdsmidos que contuviesen la isla GI1 (o parte de ella) usando como referencia
el genoma de H. walsbyi DSM 16790 (HSBQO01). Aunque este trabajo se centra en el andlisis bioinformético de

los fésmidos secuenciados, se explicara en esta seccion el origen de las mismas.

3.1. Construccion de la libreria ambiental de fosmidos.

La biblioteca gendmica ambiental utilizada en este trabajo se construyé como se describe en Legault et al. (2006).
Aproximadamente 30 litros de agua se filtrd secuencialmente por filtros de 20 y 5 micras de diametro para eliminar
las particulas de mayor tamafio y los posibles eucariotas presentes. Aprovechando la peculiar forma de H. walsbyi,
células cuadradas, se pudo enriquecer la biomasa recogida del cristalizador CR30 en esta haloarchaea usando un
filtro de 2 micras. El resto de la microbiota pasaria a través de este filtro y quedaria retenida en el filtro de 0.22

micras (Figura 13).
Figure 13. Enriquecimiento del metagenoma en H. walsbyi.

Cristalizador CR30
de Santa Pola
(Alicante)

Filtracion secuencial
porfiltros de 20 y 5
pm. Filtro de 2pm:
metagenoma
enriquecidoen H.
walsbyi

Filtro de 0.2pm:
metagenoma del
resto de procariotas |
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El DNA fue extraido de los filtros usando fenol-cloroformo y precipitandolo con etanol en presencia de sales.
Previamente a la clonacién, los extremos del DNA ambiental, fragmentos gendmicos de 35 a 40 Kpb, se repararon
segun el protocolo indicado en el CopyControlTM Fosmid Library Production Kit (Epicentre). Se procedié a su
ligacion con el vector de clonacion pCC1FOSTM (Epicentre) siguiendo una ratio molar de 10:1 entre el vector y el
DNA empleado como inserto. Las reacciones de empaquetamiento y transicién se llevaron a cabo segun las
recomendaciones del fabricante del kit. Se empled la cepa EPI300-T1R de E. coli (Epicentre) como hospedador en
la transformacion. La eficiencia de la genoteca fue de aproximadamente 2000 clones. Las secuencias terminales
de unos 1500 fésmidos se secuenciaron generando aproximadamente 2,4 Mpb de secuencia (2948 extremos)
(coleccion FLAS).

3.2. Seleccion de los fésmidos a secuenciar.

A partir de los extremos de los fésmidos de la coleccion FLAS, se realizé una comparacién mediante BLASTN para
ver cudles de ellos tenian similitud en el interior, en la frontera o en las cercanias de GI1 del genoma de H. walsbyi
DSM 16790. El cut-off usado fue de un e-value 10-%. Un total de nueve fosmidos fueron elegidos en funcién de la
mayor similitud de al menos alguno de los extremos del fosmido con el genoma de H. walsbyi DCM 16790 (ver

Figura 17). Unicamente, 8 de éstos contenian una nueva version de la GI1 o parte ella.

3.3. Extraccion de DNA.

El DNA de los fésmidos elegidos fue extraido para ser secuenciado. Para ello, cada clon se inocul6 en 40 ml de LB
con cloranfenicol (concentracion final 12.5 pg/ml) y se incubd a 37°C durante 16 horas. Las células se recogieron
por centrifugacion (durante 10 minutos a 3900 g) y el DNA se extrajo con el kit QlAprep Spin Miniprep kit
(QIAGEN), siguiendo las indicaciones del fabricante y eluyendo el DNA en 40 ul de agua libre de nucleasas
precalentada a 70°C, tras una incubacion de 3 minutos a 70°C y 3000 rpm (Thermomixer compact, Eppendorf).
Finalmente, los fésmidos extraidos se sometieron a electroforesis en geles de agarosa al 1% y su concentracion se

midi6 utilizando Quant-it ™ PicoGreen ® dsDNA reactivo (Invitrogen).

3.4. Pirosecuenciacion.

Se procedié posteriormente a su pirosecuenciacion (Roche 454, GS-FLX. Compaifiia: GATC, Konstanz, Alemania)
marcando cada uno de los fdsmidos individualmente mediante una adaptador MID (multiplex identifier). Estos MID
son secuencias unicas de 10 nucledtidos reconocidas por el software de analisis de secuenciacién, lo que permite
la clasificacién automatizada de las lecturas que contienen los marcadores MID. La longitud promedio de cada una
de las secuencias fue de 230 pb y el nimero promedio de lecturas fue de aproximadamente 4500 por fésmido

(aproximadamente 20% de ellos pertenecian a E. coli EPI300 y el vector de clonacion).

3.5. Ensamblaje de los fosmidos eHw.

El ensamblaje de cada uno de los fosmidos se realizd con tres programas diferentes para tratar asi de disminuir la
probabilidad de obtencién de quimeras. El primero de ellos, fue el programa SeqMan (DNAstar) utilizando los
siguientes parametros: 50 pb de la secuencia de la superposicién y el 95% de similitud. El segundo de ellos fue el
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programa MIRA (http://www.chevreux.org/projects_mira.html) y el tercero de ellos CLC Genomics WorKpbench 3
usando un cut-off del 95% de identidad en al menos 50 pb.Todos los fragmentos ensamblados igualmente por las
tres metodologias fueron los usados en este trabajo. Todos los fésmidos, con la excepcidén de eHw-5 y eHw-7,
fueron reunidos en un solo contig. Los que no, fueron finalmente ensamblados en un solo contig y se procedi6 a su

comprobacion por PCR. Las caracteristicas generales de los fésmidos se encuentran en la Tabla 1.

3.6. Anotacion de los foésmidos eHw.

La prediccién de las fases de lectura abierta (ORFs) se realizd usando el programa Glimmer v. 2.0 (Delcher et al.
1999) y posteriormente, fue repasada manualmente para eliminar los posibles errores caracteristicos de las
anotaciones automaticas. Todas los espaciadores intergénicos fueron comparados frente la base de datos nr (“no
redundante”, http://www.ncbi.nim.nih.gov/) utilizando BLASTX (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/, (Altschul et al.
1990; Altschul et al. 1997) para asegurarse de no perder ninguna ORF posible. La busqueda de homélogos de las
proteinas codificadas en las secuencias de los fosmidos se realizé mediante BLASTP usando la base de datos nr.
El cut-off usado fue: e-value 10. No se tuvieron en cuenta aquellas ORFs menores de 30 codones y sin similitud
alguna con ofras proteinas conocidas. Adicionalmente, las secuencias de los fosmidos se anotaron
automaticamente en la plataforma ISGA (http://isga.cgb.indiana.edu/Home) para su comparacion con la anotacion
manual realizada. Se buscaron genes de RNA de transferencia mediante el programa tRNAScan-SE
(http:/llowelab.ucsc.edu/tRNAscan-SE ) (Lowe & Eddy 1997).

Para cada una de las ORFs se analizaron también la presencia de motivos y/o dominios conservados mediante el
programa HmmPfam, del paquete informatico HMMER (Eddy 2008) usando los modelos hmm para los dominios
proteicos de la base de datos Pfam (http://pfam.sanger.ac.uk). Otras bases de datos usadas fueron: Pfam (Finn et
al. 2010) (http://pfam.sanger.ac.uk/), InterProscan (Quevillon et al. 2005) http://www.ebi.ac.uk/Tools/InterProscan/),
PROSITE (Sigrist et al. 2010), http://www.expasy.ch/prosite/), Motif Scan (http://myhits.isb-sib.ch/cgi-
bin/motif_scan), y SMART (Letunic et al. 2009) (http://smart.embl-heidelberg.de/). Para el analisis de la presencia
de dominios transmembrana en las proteinas codificadas se usé TMHMM 2.0 (Krogh et al. 2001). Para la
prediccién de la estructura secundaria de las proteinas asi como las regiones de baja complejidad se usé Medor
(http:/lwww.vazymolo.org/MeDor/index.html). La prediccién de la estructura terciaria de las proteinas se realizé con
CPHmodels-3.0 server (http://www.cbs.dtu.dk/services/) y Swiss-model (http://swissmodel.expasy.org/). También
se analiz6 la presencia de péptidos sefial en los extremos de las secuencias proteicas mediante el programa
SignalP 3.0 (Bendtsen et al. 2004) (http://www.cbs.dtu.dk/services/). Para la deteccion de la posible localizacion

celular, se usd Targetp v1.1 (http://www.cbs.dtu.dk/services/).

3.7. Anélisis bio-informaticos de los fésmidos eHw.

Comparaciones genémicas. Las comparaciones entre los fosmidos secuenciados, los extremos de los fésmidos y
el genoma HSBQOO01 se realizaron con BLASTN. Para la identificacion de regiones de similitud se llevaron a cabo
busquedas reciprocas BLASTN y TBLASTX entre los fésmidos y los genomas de H. walsbyi disponibles. Para
permitir la visualizacion interactiva de estas comparaciones se us6 el programa Artemis Comparison Tool ACTv.8

ACT (The Sanger Institute, http://www.sanger.ac.uk/Software/ACT/).
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N-glicosilacién y O-glicosilacién. La recombinacion se detectd usando los programas NetNGlyc y NetOGlyc de
http://lwww.cbs.dtu.dk/services/.

Contenido en GC: se calculd usando el programa “geecee” del paquete EMBOSS (Rice et al. 2000).

Anélisis de frecuencia de tetranucledtidos. Se calculd la frecuencia de tetranucleétidos de los fésmidos
secuenciados mediante el programa “wordfreq” del paquete EMBOSS (Rice et al. 2000).

Uso de codones: se determiné con la aplicacion CODONTREE
(http://bioweb.pasteur.fr/seqanal/interfaces/codontree.html).

Andlisis de multicomponentes. “R” se usé para llevar a cabo el calculo de multicomponentes de las frecuencias de
tetranucledtidos y del uso de codones (R package FactoMineR, Le et al. (2008)).

Masas y puntos isoeléctricos de los péptidos: se determinaron in silico con la aplicacién ProtParam en
http://lwww.expasy.ch/tools/protparam.html (Gasteiger et al., 2005).

Repeticiones: las repeticiones en tandem se analizaron online en la direccion http://tandem.bu.edu/trf/trf.html
(Benson, 1999).

Alineamientos y anélisis filogenéticos: Los alineamientos se realizaron con MUSCLE v. 3.6 (Edgar 2004) y editados
manualmente segun fue necesario. Los analisis filogenéticos de las proteinas se realizaron utilizando el software
de analisis filogenético MEGA4 usando “Neighbour-Joining” (http://lwww.megasoftware.net) y Phylip usando
“maximum-likelihood” (seqboot, 100 arboles FastTree, Consense program).

Deteccién de recombinaciones. Para detectar posibles recombinaciones entre los fosmidos secuenciados y los
genomas de H. walsbyi, se usé el programa RDP3 (‘Recombination Detection Program” (Martin et al. 2010)) que
usa varias metodologias diferentes (ver apartado 4.7) integradas en el mismo software para detectar fenémenos de
recombinacion en un alineamiento de al menos de mas de tres secuencias introducido. Al menos, el fenémeno de
recombinacion ha de ser detectado por tres métodos diferentes con valores mayores de e-value 10,

(Los programas desarrollados en Perl para este trabajo se encuentran en el ANEXO ).

3.8. Reclutamientos metagendémicos.

Las secuencias del metagenoma SS37 pertenecen a una muestra recogida en CR30 en Junio del 2008 en las
salinas “Bras del Port”, Santa Pola, Alicante (38° 12' N, 0° 36" W), y ha sido recientemente descrito en Ghai et al.
2011 (el nombre hace referencia a la salinidad medida en el momento de muestreo). Usando el metagenoma SS37
del cristalizador CR30 como “Query”, se llevaron a cabo busquedas mediante BLASTN frente a una base de datos
formada por cada uno de los fésmidos secuenciados o cada uno de los genomas completos de H. walsbyi. El cut-
off usado para considerar la secuencia metagenémica o “hit” fue, como minimo, una identidad del 70% en un 50%
de su longitud. OriginPro v. 8.0724 fue usado para la representacion grafica de los reclutamientos genémicos. El
ratio para cada uno de los genes de la isla se calculé teniendo en cuenta el numero de secuencias que daban un

hit al gen dividido por la longitud del mismo en pares de bases.

3.9. Nimero de acceso de las secuencias publicas usadas en este trabajo.
Las secuencias de los fosmidos no han sido publicadas previamente y son material inédito del presente trabajo.

Estas estaran a disposicion de quien las solicite. Tal como se citado anteriormente, los niimeros de acceso para la
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coleccién FLAS es: DU826964-DU824018. El nimero de acceso para eHw-559 es: EF584001.1. EI metagenoma
SS37 ha sido depositado en el archivo SRP007685. La secuencia de la cepa H. walsbyi HSBQ0O01 esta disponible
bajo los numeros de adhesion GenBank AM180088.1 (cromosoma) y AM180089.1 (plasmido pL47). Las
secuencias de cepa H. walsbyi C23 estan disponibles en el BioProject: Accession: PRIEA49335ID: 49335.

Para la gréfica de las curvas de GC% de la Figura 14: S. ruber DSM 13855 (M31): BioProject: PRINA16159, S.
ruber M8: GenBank: FP565814.1 y Halorubrum lacusprofundi. BioProject PRINA18455.
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4.- RESULTADOS

Uno de los retos mas importantes para la comprension de la diversidad procariética y la evolucion es la notable
heterogeneidad de los genomas que se pueden encontrar dentro de una sola especie u OTU. Los estudios
llevados a cabo principalmente con cepas patdgenas han puesto de manifiesto que los genomas son muy
dinamicos y que éstos pueden cambiar drasticamente en el repertorio de genes tamafio y sintenia entre las
diferentes cepas o linajes ambientales pertenecientes a una misma especie. Un caso muy particular de esta
variabilidad es la isla genémica GI1* de H. walsbyi, donde se encuentran proteinas implicadas en la construccion
de la envoltura celular (capa S). Antes de este trabajo se conocian tres versiones diferentes de Gl1, la de las cepas
de los genomas secuenciados HSBQO01 y C23 y la encontrada por casualidad en el fosmido eHw-559. Para
conocer la existencia de otras posibles variaciones en éste area del genoma, se secuenciaron 9 fosmidos mas que
provenian de la misma libreria metagenomica construida en el 2004 y de la cual se derivaron los trabajos de
Legault et al. (2006) y Cuadros-Orellana et al. (2007) (ver Introduccion).

*Nota: el término GI1 usado en este texto hace referencia a la isla gendmica rica en glicosiltransferasas como la
encontrada en la cepa HSBQO01. Con este mismo nombre haremos referencia a la zona equivalente en C23,
aunque esta no sea la primera isla genémica en orden y no cumpliria tampoco los criterios de tamafio establecidos

por Legault et al. (2006) de tener al menos 20 Kpb.

4.1. Haloquadratum, una sola especie: H. walsbyi.

En nuestro caso, antes de comenzar con el analisis de los fésmidos secuenciados, era de especial importancia
saber si bajo el género de Haloquadratum existen més especies ademas de H. walsbyi, ya que entonces, cabe la
posibilidad de que alguno de los fésmidos secuenciados no pertenezcan a la especie H. walsbyi, sino a otro
Haloquadratum aun no aislado. El criterio tradicional generalizado para definir “especie” en procariotas viene dado
por el marcador filogenético 16S rRNA: por encima del 97% de identidad en este gen se considera misma especie
(Konstantinidis & Tiedje 2005). Como se menciona anteriormente, el andlisis de la poblacién de Haloquadratum a
través de secuencias del marcador 16S rRNA en varias salinas de Australia (Oh et al. 2010) reveld una divergencia
dentro de esta especie muy baja, mostrandose que todas las secuencias ribosomales se parecen mas del 98%, en
concordancia también con la diferencia del 1.6% encontradas entre los 16S de los genomas HSBQ001 y C23
(Burns et al. 2007). Asi, bajo el criterio de este marcador filogenético, unicamente existiria una sola especie de
Haloquadratum dentro del género, H. waslbyi. Sin embargo, tal como se ha mencionado en la Introduccion del
presente trabajo, existen numerosos casos en los que la conservacion en la similitud del 16S rRNA, no es
indicativo de la conservacién en el resto del genoma. Se considera que la media de identidad nucleotidica (ANI)
entre micoroorganismos de una misma especie ha de ser mayor del 94%. Sin embrago, es posible encontrar
casos en los que cepas de una misma especie que poseen un 16S rRNA muy similar, la media de identidad
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nucleotidica (ANI) tiene valores muy bajos, como por ejemplo, entre cepas de Prochlorococcus sp. (Coleman et al.
2006), donde la ientidad del 16S rRNA es del 99.2% pero comparten un ANI del 78%), o Alteromonas macleodii,
donde los aislados tienen un 99% de identidad en el 16S rRNA pero un ANI del 81.24% (Ivars-Martinez et al.
2008).

Aungque el ANI de los dos genomas de H. walsbyi es del 98.6% (Dyall-Smith et al. 2011), los datos revelados por la
variabilidad encontrada en los fosmidos secuenciados publicados por (Cuadros-Orellana et al. 2007), sugerian una
variabilidad mayor. Ya que no existen mas genomas disponibles de Haloquadratum, realizamos una aproximacion
usando el metagenoma SS37 para tratar de averiguar si dentro de este género, podrian existir otras especies
diferentes a H. walsbyi. Para ello, en primer lugar, se construyé una curva del contenido G+C de las secuencias del
metagenoma SS37 (Figura 14), ya que por el bajo contenido en G+C caracteristico de Haloquadratum, se podrian
reconocer las secuencias en el metagenoma pertenecientes a esta especie. Se comprobd que, al igual que el
primer metagenoma publicado en Legault et al. (2006), existe un méximo que coincide con el observado para los
dos genomas de H. walsbyi (aproximadamente un 70% son secuencias con un G+C comprendido entre el 40-
55%, Figura 15). Solo un bajo porcentaje de secuencias ambientales pertenecerian a S. ruber o Halorubrum

lacusprofundi (detectados también por 16S rRNA en el cristalizador, (Ghai et al. 2011)).

Figura 14. Contenido en G+C del metagenoma SS37 y de los microorganismos mas abundantes en CR30 segin Ghai et al.

(2011): H. walsbyi, S. ruber y H. lacusprofund.

1 H. walsbyi HSB001
H. walsbyi C23
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ruber M8

Halorubrum
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Mediante comparaciones TBLASTX y usando como cut-off del 50% en similitud en un 70% de la longitud de las
secuencia ambiental, se determind que el 57.2% de las secuencias del metagenoma podrian pertenecer al genoma
flexible de H. walsbyi (Figura 15) ya que carecian de similitud con ninguno de los genomas secuenciados de H.

walsbyi. Este dato, se ha de tomar con precaucion ya que parte de estas secuencias pueden pertenecer a virus
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presentes en las células en el momento de la toma de muestra (y que pueden tener muy probablemente el mismo
G+C, (Garcia-Heredia, 2012 #6911)(Santos et al. 2010)). También, estas secuencias podrian pertenecer a otros
microorganismos de bajo G+C aun no descritos en los cristalizadores, como las nanoarchaeas presentes a bajas
salinidades (Ghai et al. 2011; Narasingarao et al. 2011). Aun tomando estas consideraciones, la gran mayoria de
estas secuencias perteneceran a H. walsbyi, el organismo mayoritario, y por tanto, la variabilidad existente dentro

de esta especie podria ser enorme.

Figura 15. Clasificacion de las secuencias del metagenoma SS37 en funcion de contenido en G+C y similitud con H. walsbyi.

1186 Mbp

Sim. a HSBQ001 o C23
336.92Mbp 5 ASTX. 50% sim en 70% de la long

Estas  secuencias  podrian
450.08 Mbp  pertenecer al “genoma flexible”
de H. walsbyi

=l 40>%GC>55

Esta variabilidad queda reflejada también en los reclutamientos realizados de los dos genomas disponibles,
HSBQO01 y C23. A partir de los datos de un BLASTN (cut-off: 70% de la longitud de la secuencia ambiental

alineable con el genoma) se construyo la gréafica de la Figura 16.

Figura 16. Reclutamiento de los genomas de los aislados H. walsbyi HSBQ001 y C23 en SS37 (Santa Pola, Alicante).

HSBQOO1 chr. (3132494 bp)

eclutamiento con secuencia del SP37 100%id 99%cov.
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La presencia de ambos clones de H. walsbyi en las salinas de Santa Pola se demuestra por el alto nimero de
secuencias de por encima del 95% de identidad, con un total de 123 Mpb encontradas en SS37 (39,79% del
numero total de lecturas, ver Figura 15). Sin embargo, a pesar de que el metagenoma usado es de un tamafio
considerable, mas de 1 Gpb y que el grado de cobertura de ambos genomas es muy alto (39x HSBQ001 y 28x
C23), es posible aun seguir identificando islas gendmicas. Cuando Unicamente se tiene en cuenta el reclutamiento
de las secuencias 100% idénticas, estas islas son mas facilmente identificables (ver panel superior de cada uno de
los graficos de los reclutamientos de la Figura 16). La existencia de islas gendémicas en ambos aislados a pesar de
la alta cobertura, sugiere la co-existencia de varios clones o linajes cuyas Unicas diferencias son estas zonas
variables del genoma. Ademas, cuando se analizé el nimero de secuencias 100% idénticas a cada uno de los
clones, se comprob6 que HSBQOO01 es 3 veces mas abundante que C23, por lo que la distribucion de estos clones

no es equitativa.

En la gréafica del reclutamiento puede observarse que existe una discontinuidad de variacion genética entre el 90 y
el 95%. Esta discontinuidad se observa mejor en la Figura 17A. Este hecho se puede asociar a la existencia de
una sola especie de H. walsbyi. Por debajo del 90% se encontrarian secuencias pertenecientes a otras especies
de haloarchaeas presentes en el cristalizador. Este mismo hecho se observa cuando se hacen reclutamientos para
genes individuales, como los genes “housekeeping” gyrA, gyrB, secY, atpB, tef2 y rpoB1 (Figura 17B). Los
resultados muestran que, en efecto, independientemente del gen, la mayoria de las secuencias se encuentran
dentro del rango 95-100%, el intervalo de variacion esperable dentro de secuencias de una misma especie
(Konstantinidis & Tiedje 2005).

Figura 17. Numero de secuencias del metagenoma SS37 que reclutan entre el 90-100% con (A) los genomas de H. walsbyi
HSBQO001 y C23, (B) diferentes genes “housekeeping”.
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Con estos resultados se concluye que existe una sola especie dentro del género de Haloquadratum y por lo tanto,
todas las GI1 secuenciadas pertenecerian a diferentes clones de H. walsbyi presentes en el momento de

muestreo.
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4.2. Seleccion de los fosmidos a secuenciar.

La probabilidad de encontrar extremos de fésmidos que mapeasen en el interior de IG1 a partir de las secuencias
del primer metagenoma secuenciado (Legault et al. 2006) era muy baja (estas zonas no reclutaban nada, o casi
nada, en el metagenoma). Sin embargo, si era probable poder encontrar extremos de fésmidos que mapeasen en
las cercanias o en los bordes de la misma. El tamafio aproximado de la IG1 de H. walsbyi DSM 16790 es de 45
Kpb, luego, un unico fésmido seria capaz de albergarla, o al menos, cubrir una parte significativa de la misma.
Usando esta aproximacion se eligieron un total de 9 fésmidos en funcion de la mayor similitud de la secuencia con
H. walsbyi en al menos uno de los extremos y también de su contenido en G+C (Figura 18, las flechas rojas
indican la posicion de los extremos de los fésmidos en le genoma de referencia HSBQ001). Tan s6lo en un caso,
ambos extremos de los fésmidos mapearon en la GI1 (Flas14xx_0026d10, unidos por una linea discontinua en la
Figura 18).

Figura 18. Extremos de los fosmidos secuenciados en las cercanias de la GI1 de H. walsbyi DSM 16790.
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4.3. Resultados de la secuenciacion. Prediccion de genes y anotacion de los fésmidos eHw.

Los resultados de la secuenciacion indicaron que tan sélo 7 de ellos abarcaban una posible GI1 ya que los otros
dos mapeaban en zonas proximas a Gl1 conservadas con HSB001 y C23. Uno de los fésmidos secuenciados, era
practicamente idéntico (15 polimorfismos) al previamente descrito eHw-559 (Cuadros-Orellana et al. 2007). Ante la
posibilidad de que se tratase de una contaminacion de la libreria metagendmica, esta secuencia se retird del
conjunto analizado en este trabajo. Algunas de las caracteristicas principales de los fdsmidos que se analizan en
este trabajo, eHw-1, 4, 5, 6, 7, 9 y 12, se pueden encontrar en la Tabla 1. Todos ellos presentan un contenido de
G+C tipico de H. walsbyi que varia de 40 a 55% (el G+C de HSBQOO01 es 47,9% y de C23, 47,78%). A pesar de su
contenido en G+C bajo, cabia la posibilidad de que las secuencias de los fosmidos pudiesen pertenecer a otros

microorganismos presentes, luego se impuso la condicion de que al menos 1000 pb fuesen sinténicas y por
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encima del 95% de identidad con cualquiera de los genomas de H. walsbyi. Todos los fragmentos secuenciados
cumplian esta condicidn. En todas las comparaciones realizadas en este trabajo, se incluiran las otras versiones de
GI1 previamente descritas, la presente en el fosmido eHw-559, y las correspondientes a los dos genomas de H.
walsbyi disponibles, HSBQ001 y CS23.

Tabla 1. Principales caracteristicas de los fosmidos secuenciados.

Fdosmido Longitud (pb) | GC(%) | Nu. ORFs Nu. Elementos IS Nu. CSGs/adhesinas
eHw-1 37028 49.25 29 1 2
eHw-4 41965 49.21 25 6 9
eHw-5 37502 47.06 16 1 5
eHw-6 36944 47.77 25 - 6
eHw-7 35977 52.61 23 1 8
eHw-9 36930 48.81 27 7 5
eHw-12 33841 50.98 20 6 5

El primer paso fue realizar una anotacion de todas las ORFs presentes en los fosmidos de la manera mas
detallada posible. Mediante BLASTP se determiné una posible funcion para cada proteina codificada. También se
midieron los siguientes parametros para cada uno de genes/proteina presentes (ver Materiales y Métodos):
contenido en G+C, prediccion de péptido sefial, prediccion de dominios transmembranales, prediccién de dominios
conservados, existencia de repeticiones y existencia de sitio de union a ribosomas (ver Tabla Anexo I. Anotacion

de cada una de las ORFs detectadas en los fosmidos).

4.4. Comparaciones reciprocas y con los genomas de H. walsbyi.

GI1 de H. walsbyi contiene un numero variable de genes, la mayoria de ellos son genes que codifican proteinas
implicadas en la formacién de la envoltura celular. Comparando los siete fragmentos de DNA secuenciados con las
secuencias disponibles de la GI1 (genomas C23 y HSBQO01, y la secuencia del fésmido eHw559), se comprobd
que la sintenia esta parcialmente conservada excepto en el caso del fésmido eHw-1, el cual es sinténico con C23,
el aislado australiano, y presenta un 96% de identidad nucleotidica con éste. La comparacion de todos los
fésmidos se muestra en la Figura 19.

Con los datos disponibles, podemos afirmar que existen al menos dos tipos diferentes de Gl1. La version mas
simple de GI1 se encuentra en C23 y eHw-1 y estaria formada por sélo dos genes. Sin embargo, el resto de las
Gl1 secuenciadas presentan un mayor nimero de genes, con una aparente mayor complejidad en la sintesis de la
envuelta celular. GI1 en HSBQOO01 tiene 20 ORFs, de las cuales, seis genes son glicoproteinas de la pared celular.
Entre ellas, la putativa proteina de la capa S (MCSG), la denominada halomucina Hmu2, una proteina anotada

como adhesina (ALP) y dos proteasas.
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Figura 19. Comparacion entre los fosmidos de la Gl 1 secuenciados en este trabajo.
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De las nueve versiones diferentes de la isla GI1 disponibles, seis de ellas contenian la MCSG (los fésmidos
restantes no cubren esta parte de la isla ya que este gen se encuentra en un extremo). En algunos casos, como en
eHw-6, ésta seria de las pocas proteinas en comun con el resto de las islas (ademas de la parte conservada fuera
de la GI1). Casi siempre, eHw-6 y 9 seria una excepcion, los fésmidos contienen clusters alternativos de CSGs,
aunque en vez de tratarse de genes diferentes, podrian considerarse homdlogos con muy baja similitud. Una
posible explicacion de esta diferencia numérica podria ser el hecho que, a diferencia de la cepa australiana, las
células de HSBQOO01 tienen una doble envuelta celular (Figura 4), por lo que seria necesario un mayor nimero de
proteinas implicadas en su sintesis. Curiosamente, Kessel & Cohen (1982), comprobaron la existencia de hasta
tres tipos de subunidades diferentes en la capa S mediante difraccion de Rayos X: dos de simetria hexagonal de
tamafios diferentes y una tetragonal (Haloarcula japonica y Halobacterium salinarum R1 son subunidades
hexagonales), luego puede ser necesario la existencia de otras CSGs en la envuelta celular si se trata de una u

otra capa S.
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4.4.1. Variacion de la proteina mayoritaria de la capa S (MCSG, “Mayor Cell Surface Glycoprotein”).
De especial interés son las proteinas detectadas como “mayor cell surface glycoproteins” (MCSG) ya que son los
componentes mayoritarios de la envuelta celular (genes rallados verticalmente en la Figura 19). La descripcion de

alguno de los parametros que se comentardn mas adelante se puede encontrar en la Tabla 2.

Tabla 2. Caracteristicas principales de las MCSG encontradas en H. walsbyi C23, HSBQ0O01, eHw-559 y los

fosmidos secuenciados en este trabajo.

- Longitud | Péptido Num. Sec. amb. # Num. secuencias/Kpb
(aa) sefial 99% id / 99%cov
C23 Hgrw_1237 822 Y 8 3.24
HSBQOO1 |HQ1207 988 Y 53 17.86
eHw-1 eHw1-orf21 822 Y 10 4.06
eHw-4 eHw-4 orf14 982 Y 60 20.34
eHw-5 eHw-5 orf20 978 Y 49 16.68
eHw-6 eHw-6 orf16 988 Y 74 24.94
eHw-12 eHw-orf12 878 Y 46 18.11

#=Numero de secuencias ambientales que reclutan a 99% identidad y 99% cobertura.

Mediante espectrofotometria de masas de las proteinas presentes en membranas celulares de H. walsbyi C23
(Tabla 3 suplementaria de Dyal-Smith et al. (2011)) se comprobd que existen dos proteinas mayoritarias:
Hqrw_1237 y Hqrw_1641, presentando ambas un nimero de péptidos muy similar. Otras glicoproteinas
detectadas, pero no tan abundantes como las anteriores fueron: Hqrw_1240, Hgrw_1641 y Hqrw_2184. Los
correspondientes homélogos en el genoma de HSBQO01 son, por orden de citacion: HQ_1207 (aunque su similitud
es muy baja), HQ_1540, HQ_1214, HQ_1540 y HQ_2017. De todas ellas, Hqrw_1237 es la Gnica que se encuentra
en la GI1 de C23, mientras las demas estan en zonas del genoma conservadas. La similitud de las dos proteinas
mayoritarias, Hqrw_1237 y Hqrw_1641, es muy baja, alcanzando como maximo un 32% en el extremo amino y
carboxilo (un 29% de la longitud total). Ambas se parecen a otras proteinas de la capa S de otros archaeas,
Hagrw_1641 es un 42% similar a la de Archaeglobus profundus DSM 5631, y Hqrw_1237, a la de H. japonica TR-1.
Ya que Hqrw_1237 mapeaba en GI1, la regién que estamos analizando en este trabajo, pasaré a detallar méas
aspectos de la misma y de sus homélogas presentes en los fésmidos secuenciados.

Todas las MCSG encontradas en H. walsbyi, tanto en los genomas como en los fésmidos, tienen todos los
dominios y caracteristicas confirmadas en otras proteinas mayoritarias de la capa S (Figura 19y 20): dos dominios
transmembranales (N y C-terminal), varios sitios de N y O-glicosilacion, y un tamafio y estructura secundaria muy
parecida para la MCSG que forma la capa S en H. japonica TR-1 de patron hexagonal (Nakamura et al. 1995). Con
ésta comparte una similitud del 46% (65% en la parte C-terminal, zona que se encuentra mejor conservada entre
todas ellas) (Figura 21). En el resto de los fésmidos secuenciados, las putativas MCGGs difieren en tamafio, hasta

166 aminoacidos mas y, también, en estructura secundaria (Figura 22) (excepto el extremo C-terminal, mejor
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conservado). Todas ellas presentan una similitud entre el 40-48% con la proteina de la capa S de H. japonica TR-1
(62 y 71% en la parte méas conservada) y entre el 38-45% con la de Halobacterium salinarum R1 (o NRC-1). La
mayor similitud de Hgrw_1237 ademés de su homdloga del fésmido eHw-1, es con la presente en el fésmido eHw-
12, con una similitud del 49% (45% con la de HSBQ001, HQ_1207). Entre las proteinas de la capa S detectadas
en los fosmidos, la mayor similitud la presentan entre las versiones presentes en eHw-12 y eHw-5, con una
similitud del 86%, seguido del par presente en eHw-4 y HQ_1207 con un 85%. El alineamiento de estas proteinas
se encuentra en la Figura 21. En él se han marcado con asteriscos los sitios conservados de O-glicosilacion con la
MCSG de Haloferax volcanii (Jarrell et al. 2010a; Jarrell et al. 2010b). También se ha remarcado el dominio
transmembranal conservado, el péptido sefial y una zona de baja complejidad de aminoacidos repetidos
(PTPTPT...).

Los resultados obtenidos de la prediccion de la estructura secundaria mostraron que en H. walsbyi existen al
menos tres topologias diferentes para las MCSG detectadas (Figura 22). La primera seria el par formado por
Harw_1237 y la de eHw-1, la segunda estaria formada por HQ-1207 y la de eHw-4 y finalmente, las presentes en
eHw-5, eHw-6 y eHw-12, siendo esta Ultima de menor tamafio ya que carece de un fragmento hacia el extremo
amino rico en laminas beta. Esta relacion estructural también se mostré al estudiar su relacion filogenética (Figura
23). También se llevo a cabo la prediccion tridimensional de las MCSG de H. walsbyi y todas ellas poseian una
homologia remota con auto-transportadores con un dominio pertactina en su estructura: las MCSG de eHw-5 y 6
son similares a la estructura del cristal 1WXR.A, y las presentes en eHw-1, 4, 12 y HSBQO01 al cristal 2I0U.G.
1WXR es una proteina de union al grupo hemo presente en E. coli y 210U es un complejo del bacteriéfago de
Bordetella DGR unido a una proteina variable determinante del tropismo de esta bacteria (la cual tiene un dominio
pertactina) (Liu et al. 2002; Miller et al. 2008). Interesantemente, la subunidad G del cristal 210U es la parte del
complejo reconocida por el fago. Este resultado sugiere por tanto que estas MCSGs de H. walsbyi podrian ser las

dianas reconocidas por fagos presenten en el cristalizador.

49

Universidad Internacional de Andalucia, 2013



Variabilidad de la IG1 de Haloquadratum walsbyi- MASTER BIOINFORMATICA, UNIA -2012

predicted signal peptide (SP) cleavage site
L 2

163-174 266 468 893 916-964
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4.4.2. Otros genes presentes en los fosmidos.

La isla GI1 comienza en todos los casos justo después de una proteina anotada como “dentin-sialofosfoproteina”,
la cual esta conservada entre todos los fragmentos que tienen secuenciada esa parte. Tras la re-anotacion de los
genes realizada en este trabajo, esta proteina podria tratarse de otra glicoproteina (CSG) con motivos tipo LPXTG
para unirse a la pared celular. Se desconoce su funcion especifica.
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En C23, que poseia unicamente dos genes en la GI1, ademas de la MCSG (Hqrw_1237), se encuentra otro gen,
Hqwr_1236, que codifica también para una glicoproteina de pared celular. Esta esta conservada parcialmente en el
extremo 5’ de las versiones de la GI1 de HSBQ001 (HQ_1193, ver Figura 19), eHw-559, eHw-4 y eHw-7; es decir,
esta presente en todos los fésmidos en los que estd secuenciado este extremo. Excepto en la parte N-terminal
donde se llegan a parecer hasta un 87%, su similitud disminuye drésticamente después de los primeros 230
aminoacidos en una region de baja complejidad, rica en repeticiones PTPT. Esta disposicion de los genes sugiere
un mecanismo sobre cémo podrian haberse originado las versiones mas largas de la GI1: el cluster de CSG extras
presentes en estas islas de mayor tamafio podria insertarse entre los dos genes presentes de la version mas
simple, C23 y eHw1. También, es posible que no trate de una insercién, sino que las versiones cortas de Gl1 sean
el producto de una reduccion de las versiones més largas. Tras un andlisis exhaustivo de la zona intergénica entre
Harw_1236 y Harw_1237 (y la region equivalente en eHw-1) no se encontrd ninguna repeticion o secuencia que
pudiese explicar este tipo de proceso génico.
Existen proteinas conservadas en muchas de las Gl1, como la subtilisin-proteasa (presente en todas las versiones
de la isla menos en C23), el transportador tipo ABC de hierro (11l) (presente en todas las versiones de GI1 menos
en las de los genomas), proteinas que contienen dominios de inmunoglobulina y las que tienen cierta similitud con
la anotada como adhesina en HSBQO01 que se explica mas adelante. El orden de los genes e incluso el tamafio
de ellos se conservan en muchas ocasiones y es solo interrumpido por la inserciéon de elementos IS (como en
eHw-12 o eHw-9) o de otras ORFs cortas mencionados anteriormente. Esta conservacion apoya la teoria
propuesta sobre el origen de las GI1 de mayor tamafio: la insercion en el medio de la GI1 tipo C23 un fragmento
que contenia las CSG extras, las proteasas y los componentes necesarios para construir, muy probablemente, una
envoltura diferente que proteja la célula. La divergencia observada puede ser producto de la presion selectiva a la
que estan sometidos estos genes y haber evolucionado rapidamente, especialmente los que pueden ser objetivos
de fagos. No obstante, esta variabilidad tendria un estricto limite: la necesidad de construir una pared celular
funcional que proteja a las células (esta idea se discute mas adelante).
Es interesante que, en todos los fragmentos, se encuentre una CSG larga precediendo siempre la MCSG (Figura
19). En el caso de C23 se trata de Hqrw_1236, cuya homdloga en HSBQOO01 es la mencionada anteriormente
HQ_1193 (se encuentra en el extremo 5 de la GI1). Sin embargo, en HSBQOO01 sigue existiendo otra CSG que
supliria esta funciéon y que ademas estd conservada con las otras versiones encontradas en las islas largas
(homologos que comparten hasta un 98% como es el caso de eHw-12 y eHw-5). Esto sugeriria que es probable
que ambas proteinas, éstas y la MCSGs, puedan ser esenciales en la formacién de la capa S externa (esta
disposicion de genes no esta conservada en ningun otro genoma de archaeas haléfilas).
La mayoria de los genes que se encuentran en las IG1 de mayor tamafio son diferentes glicoproteinas, proteinas
inicialmente anotadas como adhesinas y proteasas. Entre ellas se encuentra una proteina de gran tamafio, Hmu2
(Halomucina 2) en HSBQOO1. Esta proteina comparte dominios con la halomucina gigante Hmu que se encuentra
162 Kpb “aguas arriba” del genoma HSBQO01. Hmu se ha propuesto como un componente estructural en forma de
capsula que ayuda a las células contra la deshidratacion y sobrevivir en la extrema salinidad y la alta concentracion
de magnesio de su ambiente natural (Burns et al. 2007; Legault et al. 2006). Proteinas similares a Hmu2 se
observa también en eHw-4, eHw-559 y en eHw-7 (una version truncada). Su funcionalidad es desconocida.
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Hacia el extremo 3’ de las las proteinas similares a Hmu2 (aunque HSBQO001, eHw-4 y eHw-7 tienen partes en
comun), todas la Gl divergen presentando diferentes conjuntos de proteinas pequefias, la mayoria de ellas
hipotéticas, y elementos méviles IS como en eHw-5, eHw-9 y eHw-12. En eHw-7 la sintenia se pierde después de
la proteina truncada similar a Hmu2 y continua con dos genes pequefios que tienen una alta similitud con un
terminasa (e-value 10-'7) y una proteina hipotética (e-value 10?) de fago aislada en el mismo cristalizador CR30
seis afios mas tarde mediante una aproximacién metagenémica (Santos, Yarza et al. 2010). Este es un indicador
de que esta region del genoma podria servir como un objetivo de fago y facilitar la adquisicién de nuevos genes.
Otras versiones de las islas comparten sdlo un pequefio conjunto de genes con el resto, como eHw-9 y eHw-6, la
cual sélo comparte la MCSG y la zona conservada fuera de la isla.
Otros genes presentes en las islas son alin mas variables. Dos de los genes menos conservados se encuentran en
eHw-7 y son dos putativas adhesinas con un dominio PKD implicado en union celular (genes con trama roja en la
Figura 19). Este dominio se identificé por primera vez en la proteina Policistina-1, la cual es una glicoproteina de
superficie celular de gran tamafio involucrada en la interacciéon proteina-proteina y proteina-carbohidrato. Los
dominios PKD es normal encontrarlos en proteinas extracelulares implicadas en la interaccion con otras proteinas
y también en proteinas de superficie de arqueas de ambientes extremos (Jing, Takagi et al. 2002). Es posible que
todas ellas seas proteinas implicadas en la sintesis de la capa S o cualquier otro componente de la envoltura
celular (Dyall-Smith et al. 2011; Lechner & Sumper 1987; Sumper et al. 1990).
Otras proteinas muy poco conservadas son aquellas anotadas como adhesinas por una baja similitud con la
anotada como adhesina en la isla de HSBQ001 (HQ_1205) (Figura 19). La GI1 de C23 carece de esta proteina y la
Unica proteina adhesina del genoma esta muy lejos de esta regién del genoma. Esto sugiere que esta proteina,
junto con la CSG presentes, pueden no ser necesarias para la construccion de la capa S, pero si quiza son
necesarias para construir la estructura trilaminar observada en HSBQO001 (Burns, Camakaris et al. 2004). Con la
excepcion de las adhesinas de eHw-5y 12, que comparten un 79% de similitud (eHw-12 y 9 solo el 40%), el resto
de ellas son muy diferentes a HQ_1205. Todos ellas tienen un dominio de union de calcio en el C-terminal
(dominios EF) y un péptido sefial en el extremo N-terminal, por lo que se supone han de ser proteinas secretadas
(Figura 24). Se sabe que para estabilizar la capa S, son necesarios cationes divalentes como puede ser el calcio,
luego este dominio puede jugar un aspecto importante en este aspecto (Lechner & Sumper 1987). Las versiones
presentes en eHw-559, eHw-6 y eHw-4 tienen un dominio tipo-1 inmunoglobulina (Figura 24) presente en intiminas,
proteinas de superficie bacterianas y de origen virico. En general, las intiminas son moléculas de adherencia
celular que median la interaccién hospedador-célula y pueden contener tres dominios, dos tipo inmunoglobulina y
uno tipo lectina implicado en el reconocimiento de carbohidratos. También relacionado con el reconocimiento de
carbohidratos, HQ_1205 y las versiones de esta proteina en eHw-4 y eHw-6 poseen repeticiones beta-hélices
paralelas tipicas de enzimas cuyos sustratos son polisacaridos. HQ_1205 y la presente en eHw-9 tienen también
un dominio carboxipeptidasa presente en otras proteinas de superficie. De nuevo, una posible explicacién de por
qué estas putativas adhesinas se encuentran tan poco conservadas podria ser debido a que éstas son dianas
comunes de los fagos. Aumentando la diversidad de estas dianas, la probabilidad de ser detectado por un fago
disminuiria, y en el caso de que uno de estos clones pudiese ser reconocido e infectado, se aseguraria la
continuidad de la especie tal como se observa en el cristalizador.
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Otro de los componentes abundantes en la GI1 son las proteasas. Las que se encuentran en los fragmentos
secuenciados son muy variables (hasta 7 versiones diferentes). Estas podrian estar jugando un papel crucial en la
eliminacion del péptido sefial de las CGS secretadas al exterior. Sin embargo, puesto que no estan presentes en el
genoma de C23, su papel no debe ser esencial para la biosintesis de la capa S. Un dato que apoya la idea de la
mayor complejidad de la pared celular de HSBQOO1, es también el mayor numero de proteasas implicadas en la
degradacion de proteinas de pared que se encuentran en el genoma de HSBQOO1. De las 12 proteasas descritas,
4 de ellas no estan conservadas en C23. HQ_1200 y HQ_1208 son dos subtilisin-serin proteasas que se
encuentran en la GI1 y se parecen un 67%. La primera de ellas no tiene péptido sefial (por lo que puede no ser
funcional) y estan conservadas en 5 de los fosmidos secuenciados. Las otras dos proteasas no conservadas en
C23 son HQ_2153 y HQ_3284. La primera de ellas est& anotada como una proteasa del tipo “Lon”, implicada en la
expresion de genes relacionados con la biogénesis de la pared celular de Pseudomonas syringae. La segunda,
HQ_3284, codifica para la proteina HtpX, una Zinc metalo-proteasa que participa en la degradacién de proteinas
de membrana en E. coli (Putaporntip et al. 2009). En el genoma de C23 hay 7 proteasas y tan s6lo Hqrw_2698,
una subtilisin-serin proteasa es Unica respecto a HSBQ001. Justamente, esta proteasa esté en una zona de bajo
reclutamiento gendémico del genoma en C23 (datos no mostrados), lo que podria sugerir que podria estar
realizando el mismo tipo de funcion que la subtilisinas que se encuentran en la GI1 de HSBQ001, endopeptidasas
que eliminarian el péptido sefial de la MCSG y de ofras CSGs que participan en la formacion de la envoltura
celular. En otros genomas de haloarchaeas, como H. volcanii o H. salinarum, no se encuentran proteasas cerca de
la proteina de la capa S. También en relacién con la actividad proteolitica, en la isla se encuentra algunas
proteinas con un dominio “Glug” (motivo conservado G-L-X-G), presente en las metalo-peptidasas de

inmunoglobulina A (IgA), las cuales se unen al peptidoglicano de la pared celular mediante un enlace amida.

De manera general, estos resultados indican la presencia de varias versiones de la GI1 en la poblacion de H.
walsbyi coexistiendo en un mismo punto temporal y espacial. Esta divergencia puede ser debida a una fuerte
seleccién por tratarse de putativas dianas de reconocimiento de fagos. Ademas, que estos clones son ubicuos y
muy probablemente estan extendidos en todos los habitats en los que puede crecer H. walsbyi. Prueba de ello es
la presencia de una secuencia practicamente idéntica de la GI1 en Santa Pola que a la GI1 de C23, aislado varios

afios después en Australia.
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4.5. Reclutamientos metagenomicos de los fésmidos eHw.

Para averiguar la presencia de diferentes linajes de H. walsbyi portadores de las diferentes versiones encontradas
de GI1, llevamos a cabo ensayos de reclutamiento usando el metagenoma SS37 (Ghai et al. 2011), obtenido del
mismo sitio que el genoma HSBQO01 y de la biomasa con la que se construyé la primera libreria de fosmidos.
SS37 es un metagenoma de més de 1 Gb de secuencias obtenidas por pirosecuenciacion (Roche) de una muestra
recogida en el 2007.

Los resultados muestran que, a pesar de que en un ndmero muy bajo, todos los genes de las diferentes Gl1
secuenciadas reclutaban un nimero significante de secuencias ambientales, incluso al 100% de identidad en un
100% de su longitud, indicando por tanto su persistencia en la comunidad del cristalizador (Figura 25). Aunque el
reclutamiento era significativamente menor que los genes que pertenecian al core-genoma (las proteinas
ribosomales de HSBQO01 reclutaban de 5 a 20 veces mas (cobertura de 40.47x)), es indicativo de que una parte
significativa de los clones presentes en este ambiente son portadores de genes casi idénticos a los encontrados en
las GI1 secuenciadas (95% identidad en un 70% de la longitud de la secuencia ambiental). Sin embargo, este
reclutamiento no es constante a lo largo de las islas y algunos genes reclutan més que otros (ver por ejemplo los
datos de reclutamiento referidos a las MCSG en la Tabla 2). Este hecho se puede también en la Figura 25, donde
se han marcado con una sombra amarilla aquellos genes que carecian de homoélogos en el metagenoma SS37 y
cuya cobertura era nula o casi nula. En todas las versiones de la GI1, hay un gen (o dos) que recluta muy poco o
nada. 8 de éstos 10 genes que no reclutan codifican las posibles adhesinas antes descritas. Estos resultados
indican por tanto que la mayor parte de genes estan presentes en la comunidad del cristalizador, pero que existen
algunos que o bien ya no existen o que estan muy modificados con respecto a las versiones secuenciadas en los
fosmidos y en los genomas disponibles. También puede ocurrir que esa version del gen esté presente pero de
manera muy diluida y que seria necesario seguir secuenciando mas para poder detectarla.

Curiosamente, uno de los genes que reclutan menos a alta similitud es la MCSG de C23 (Hqrw_1237) y eHw-1 (la
cobertura de estos genes es de 3.01 y 3.10 respectivamente, Tabla 2). La MCSG de C23 y la del clon eHw-1 son
tan similares (98% identidad) que se reclutarian una a la otra en los valores usados de similitud. Sin embargo, las
otras MCSG tienen una mayor representatividad en el metagenoma con un mayor ratio: desde 7.66 la presente en
eHw-4 hasta 16.20 la de eHw-6 (ver Tabla 2). Una posible explicacién de esta diferencia puede venir dada del
hecho de que el aislado espafiol tiene una capa extra de la que el aislado australiano carece.

Una de nuestras hipotesis de partida es que existirian diferentes clones de H. walsbyi que cohabitan en el mismo
ambiente con envolturas ligeramente diferentes unos de otros. Esto permitiria a la comunidad de H. walsbyi una
continuidad en caso de que alguno de estos clones pudiese ser reconocido por un fago (Rodriguez-Valera et al.
2009). De acuerdo con esta idea, podria ocurrir que uno de los componentes mas externos (mayor probabilidad de
entrar en contacto con un fago) seria el méas divergente para evitar el reconocimiento de los fagos. Ya que C23 no
posee la capa extra que presenta el aislado espafiol, la MCSG de C23 habra evolucionado de manera mas rapida,
divergiendo por tanto mucho més que las otras. A cambio de esa proteccidn extra, aquellos clones similares a

HSBQOO01 tendran GI1 mas largas y complejas necesarias para construir la doble capa.
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Figura 25. Reclutamientos metagendmicos de los fésmidos eHw y el metagenoma del cristalizador CR30 SS37.
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Para chequear si el ratio de variacion de los genes de la isla era mucho mayor que el observado en los genes del

core-genoma, representamos la identidad de los fragmentos homoélogos encontrados en el metagenoma frente a la

frecuencia en porcentaje de bases reclutadas usando un estricto corte de 90% de identidad en un 90% de su

longitud (Figura 26). En el caso de los genes housekeeping (gyrA, gyrB, secY, atpB, tet2 y rpoB1) la grafica de la

Figura 17 indica que la mayor parte de los homélogos ambientales en todos los casos son 98% similares (96.12%

y 91.49% para HSBQO01 y C23 respectivamente) y su nimero decrece rapidamente sobre el 95%. Sin embargo,
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esta tendencia no se conserva para la mayoria de los genes de la isla (Figura 26). A pesar de que el nimero de
secuencias ambientales encontradas con mas de 95% es bajo, (11.34% del total de las secuencias reclutadas en
las Gl1), sélo 57.53% de ellas tienen una identidad mayor del 98%. En el caso de la MCSG (Figura 26, grafica
izquierda), sélo la mitad de las secuencias que reclutan a este nivel lo hacen sobre el 98% de identidad (50.24% de
las secuencias). Estos resultados sugieren que el nimero de mutaciones acumuladas en estos genes es mayor
que para los genes ‘housekeeping”. Sin embargo, si comparamos el nimero de secuencias que reclutan al 100%,
encontramos una variacion para los housekeeping entre el 17.8-39.12% para C23 y 27.5-53.75% para HSBQ0O01,
mientras que para la MCSG, este rango varia entre el 9.6-19.27%, lo que no esta lejos de los genes bien
conservados del core-genoma. Asi que, aunque el nimero de homoélogos ambientales de los genes presentes en
las islas es mucho menor que para los genes que pertenecen al core-genoma, el porcentaje de secuencias
exactamente iguales no es muy diferente, sugiriendo una variabilidad similar y que por lo tanto, los genes de la isla

estarian presentes en un nimero mucho menor de linajes clonales.

Figura 26. Reclutamientos metagendmicos de la MCSG y de otras CSGs presentes en los genomas y fosmidos
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Quisimos comprobar si algo similar podia ocurrir en otras salinas, y para ello, realizamos los mismos experimentos
de reclutamiento usando un metagenoma obtenido en el cristalizador de las salinas de San Diego (California,
USA), en el que H. walsbyi esta también presente pero no tan abundantemente (Rodriguez-Brito et al. 2010). Tan
solo un 1% de las secuencias ambientales daban “hit” con H. walsbyi por encima del 95% de identidad en al menos
un 70% de su longitud. Encontramos que ambos genomas reclutaban en la misma proporcién al 100% de identidad
(un total de 108 Kpb C23 y 115 Kpb HSBQOO01). Ya que el numero de secuencias es muy bajo para todo el

genoma, no fue posible encontrar una sola secuencia que reclutase dentro de la isla GI1.
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4.6. Frecuencia de tetranucledtidos y uso de codones de las proteinas presentes en Gl1.

4.6.1. Andlisis de la frecuencia de tetranucleétidos.

Se han descrito las islas genémicas como “hot-spots” o puntos calientes de los genomas donde es frecuente que
ocurra una recombinacion nucleotidica permitiendo la adquisicion de nuevos genes y por tanto, dar lugar a las
variaciones existentes entre un linaje u otro de una misma especie. Tal como se explicd en la Introduccion del
presente trabajo, la adquisicion de genes se ve facilitada por HGT mediada por fagos y otros elementos genéticos
moviles (Langile MG Deteccion de 2010, Kettler Patrones de GC 2007). Una de las metodologias existentes para
detectar regiones transferidas mediante HGT es medir la composicion inusual de nucleétidos en esa zona del
genoma. Las diferencias en la frecuencia de tetranucleétidos han sido usadas previamente para identificar islas
gendmicas que son el resultado de una HGT (Reva & Tummler 2008). Los genomas C23 y HSBQOO1 se dividieron
en fragmentos no solapantes de 37 Kpb, que aproximadamente, era el tamafio medio de las GI1 secuenciadas.
Previamente, se extrajeron todas las islas genomicas tal como fueron definidas en Legault et al. (2006). Para cada
uno de estos fragmentos se calculd la frecuencia nucleotidica y se construyé una matriz para hacer un analisis de
componentes principales (ver Materiales y Métodos). El resultado de este analisis se muestra en la Figura 25.
Mientras que la mayoria de los fragmentos pertenecientes a los genomas se encuentran juntos, todas las islas Gl1
tienden a agruparse junto con un fragmento que pertenece a la halomucina Hmu. El resto de islas de los genomas
también aparecen separadas en otro grupo diferente. Esto demuestra que estas regiones, aunque tienen un

contenido de GC muy similar que el genoma, poseen una marca de gendémica que los hace diferentes.

Figura 27. Andlisis de la frecuencia de tetranucleétidos de los genes presentes en los genomas de H. waslbyi C23 y

HSBQOO01 y los presentes en los foésmidos secuenciados.
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El hecho de que las GI1 posean una frecuencia tetranucleotidica diferente a la del resto del genoma, pero sin
embargo un contenido en G+C semejante al resto de genes del cromosoma, podria sugerir un origen por HGT
siempre que el dador del DNA tenga también un G+C muy similar al de la célula aceptora. Ya que el organismo
mayoritario en el cristalizador con un G+C bajo es H. walsbyi, podriamos pensar que existe recombinacion entre

los diferentes linajes de clones coexistentes (ver mas adelante).

4.6.2. Uso de codones.

Comprobamos también si el uso de codones de los genes de las islas era diferente al del resto del genoma, lo que
podria dar lugar a una velocidad de traduccién diferente. Se calculd el uso de codones de cada uno de los genes
para los genomas y las GI1 secuenciadas y se construyd con su frecuencia relativa una matriz con la que llevé a
cabo un analisis de multicomponentes. (Figura 26). En el grafico del analisis de PCA fue posible detectar tres
grandes nubes de puntos. EI mayor de ellos (I) contiene a la mayoria de los genes de ambos genomas y aqui se
encuentran también las proteinas ribosémicas (datos no sefialados). Junto a esta nube de puntos hay un otra
formada principalmente de genes que codifican proteinas con mas de 3 dominios transmembrana (11). La ultima,
esta formada principalmente por elementos IS y los genes que tienen un contenido GC alto, junto muchas
proteinas hipotéticas y algunas de las adjudicadas a fagos (lll). La mayoria de los CSG de las GI1 (puntos rojos) se
agrupan en el grupo I, junto con la mayoria de los genes del genoma. Solo algunos de los genes presentes en las
GI1 se agrupan en la nube Il y otros poco aparecen dispersados entre las tres nubes. Los resultados de este
experimento apoyarian la idea de que los genes de las Gl1, al menos la mayor parte de las CSG presentes, podria
poseer la misma tasa de transcripciéon que cualquiera de los otros genes del genoma (de hecho, en muchas de

ellas se ha detectado el sitio de unién al ribosoma (RBS) aguas arriba del extremo 5’ de gen, Figura Anexo lI).

Figura 28. Uso de codones de los genes presentes en los genomas de H. waslbyi C23 y HSBQ001 y los presentes en los

fésmidos secuenciados.
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4.7. Estudio de posible recombinacion entre las diferentes Gl1 descritas.

Para estudiar posibles fenomenos de recombinacion entre las islas Gl1, usamos el programa “Recombination
Detection Program” RDP3 (Martin et al. 2010) con algunos de los genes que se podian alinear de una manera
coherente: MCSGs, parte de las proteinas tipo Hmu2, el transportador ABC, y una de las proteasas (Figura 29). Se
eligié este programa porque usa varias metodologias diferentes integradas en el mismo software para detectar
fendmenos de recombinacion en un alineamiento de al menos de méas de tres secuencias introducido. Los métodos
que se inlcuyen son: BOOTSCAN (Salminien et al., 1995; Martin et al., 2005b), GENECONV (Padidam et al.,
1999), Maximum Chi Square (MAXCHI; Maynard Smith, 1992; Posada and Crandall, 2001), CHIMAERA (Posada
and Crandall, 2001), Sister Scanning (SISCAN; Gibbs et al., 2000), 3SEQ method (Boni et al., 2007), Reticulate
compatibility matrix (Jakobsen and Easteal, 1996), VisRD (Lemey et al., 2009) y TOPAL DSS (McGuire and Wright,
1998, 2000). Para que un fendmeno de recombinacion sea veraz, al menos ha de ser detectado por tres métodos
diferentes con valores mayores de e-value 10-5. En ninguno de los casos posibles se pudo detectar que alguna de
las secuencias pudiese ser la recombinacion de dos parentales con suficiente robustez. En la Figura 29 se
muestran ftres de estos ensayos y se han remarcado las posible zonas de los genes fruto de una muy remota

recombinacion (en ninguno de los caso el e-value fue mayor de 102 y nunca verificado por mas de dos métodos).

Figura 29. Estudio de recombinacion entre alguno de los genes de las IG1. (Graficas obtenidas directamente de RDP3).

Remarcados en los rectangulos se muestran los posibles casos, muy remotos, de posible recombinacion.
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5.- DISCUSION

La alta concentracion de sales presentes en los cristalizadores de las salinas solares hace imposible la vida
excepto para algunos organismos hiperhaldfilos y unas pocas células especializadas. Varias aproximaciones
moleculares han revelado que la comunidad del cristalizador, donde precipitan estas sales, estd dominado en gran
parte por la archaea cuadrada H. walsbyi, llegando a suponer hasta el 80% de la biomasa total. El primer
metagenoma de las salinas construido a partir de la secuenciacion de los extremos de los fésmidos de una libreria
ambiental (Legault et al. 2006), demostr6 la existencia de un gran nimero de secuencias que aun teniendo el
tipico G+C bajo de H. walsbyi, no poseian ninguna similitud con el genoma secuenciado H. walsbyi DSM 16790.
Una situacién muy similar se ha encontrado al comparar un segundo metagenoma, SS37, mucho mayor que el
anterior (Ghai et al. 2011) y obtenido mediante pirosecuenciacion (454, Roche). La comparacion de secuencias
ambientales frente a los genomas de H. walsbyi como referencias han permitido definir regiones con un notable
grado de conservacion (100% de identidad nucleotidica) alternadas con regiones de baja o ninguna similitud con la
cepa de referencia. Estas ultimas se han denominado islas metagenomicas. El grado de variabilidad observado en
las diferentes islas es muy alto e indica que la reserva genética de la que H. walsbyi puede abastecerse para
cumplir con sus requerimientos ecolégicos no es pequefia. Se ha propuesto que la variabilidad encontrada dentro
de una especie puede reflejar la co-existencia de linajes clonales que difieren en las regiones gendmicas
adaptativas. Estos clones son estables en el tiempo y sobreviven durante largos periodos sin variaciones
(Rodriguez-Valera et al. 2009). El contenido de genes de estas islas varia de un linaje a otro y permitira, entre
otros, el reconocimiento especifico de un tipo de fagos, o la explotacidén de un determinado recurso presente en el
cristalizador; por lo tanto, estos genes determinarén la abundancia de un determinado clon en un punto temporal
siguiendo una dindmica tipo “kill the winner’. Tradicionalmente se ha considerado que la variabilidad observada
dentro de una misma especie se correspondia con la existencia de micronichos. Por ejemplo, la variabilidad
observada en P. marinus, si que se corresponde con la existencia de micronichos en la superficie del océano
donde si que co-existen diferentes ecotipos adaptados a las diferentes longitudes de onda de la luz (Coleman
2004). Sin embargo, en un habitat tan simple como el cristalizador de la salina, donde las fuentes de carbono
provienen principalmente del alga Dunalliela salina, no es facil pensar en la existencia de diferentes micronichos y
todo el cristalizador puede ser considerado como un conjunto simple.

A pesar de que existen muchos trabajos descritos sobre la variabilidad encontrada dentro de una especie, no
existen muchos datos sobre cémo pueden variar esos linajes y muchos menos sobre cuantos pueden co-existir en
un mismo punto temporal. Al menos en el cristalizador CR30 de las salinas de Santa Pola, hemos comprobado que
el numero de clones parece no ser infinito, y que su distribucion no es homogénea. Mediante ensayos de
reclutamiento con el metagenoma SS37, sabemos que el aislado australiano C23 es de 3,3 veces menos
abundante que el espafiol HSBQO001 y el mero hecho de haber secuenciado un fésmido con casi la misma version
de la GI1 que el aislado australiano sugiere que el nimero de clones es limitado, que son ubicuos y que son
estables en el tiempo (al menos en un rango de 5 afios de diferencia). La homogeneidad de Haloquadratum

presente en todo el mundo, especialmente la referida a la conservacion de los genes 16S rRNA, cuya variacién
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nunca es superior al 2%, puede deberse a la combinacién de diversos factores. Entre ellos, se pueden citar un
sistema de dispersion global, reservas naturales, y una fuerte presidn de seleccion. Los lagos naturales de sal con
frecuencia se secan por completo, y los cristalizadores de las salinas marinas solares se drenan y se rellenan cada
afio. La dispersién de Haloquadratum través de los océanos es poco probable, ya que este organismo no puede
formar esporas, no crece a concentraciones de sal inferior del 14% w/v, y se lisa en bajas concentraciones de sal
(2% wiv). Sin embargo, podria tener lugar la supervivencia dentro de las inclusiones fluidas de los cristales de sal.
Esto se ha demostrado para otras haloarchaeas (Fendrihan et al. 2006; Fendrihan et al. 2009), y podria permitir la
dispersion por el viento o por las aves migratorias que frecuentan las aguas hipersalinas. De hecho, se han
encontrado haloarchaeas como flora normal de las glandulas de sal de una especie de ave migratoria (Brito-
Echeverria et al. 2009). La capacidad para hacer frente a las condiciones extremas también pueden suponer
fuertes presiones selectivas que limitan la divergencia dentro de una especie, y Haloquadratum pueden estar mejor
adaptada a estos extremos diferentes. Por ejemplo, ademés de crecer bien en soluciones de saturacion de NaCl,
Haloquadratum tolera las altas concentraciones de magnesio que se producen en los cristalizadores después de
la precipitacion del NaCl (Bolhuis et al. 2004; Bolhuis et al. 2006). De hecho, la cepa C23 alcanza mayores
densidades de células en concentraciones mayores de 1 M de MgCl, (Burns et al. 2007). Ademas de en H.
walsbyi también existen trabajos basados en la secuenciacion de genes ‘house-keeping” y 16S rRNA que
describen también una alta variabilidad en otros procariotas de este habitat de baja diversidad, como es el caso de

diferentes aislados de Halorubrum sp. (Papke et al. 2004) y diferentes aislados de S. ruber (Pena et al. 2010).

Este trabajo se ha centrado en el estudio de la isla metagendmica | (GI1), enriquecida en genes que codifican
componentes de la envoltura celular en HSBQOO1. Desafortunadamente, en H. walsbyi se sabe muy poco sobre la
naturaleza de la capa S que rodea a las células aunque, debido a su forma cuadrada, se ha especulado en
numerosas ocasiones sobre la necesidad de un mayor numero de genes implicados que para otras haloarchaeas.
Tras la secuenciacion del segundo genoma de H. walsbyi, C23, se ha visto que esto no es asi ya que la GI1 de
esta cepa contiene Unicamente dos genes y es igualmente cuadrada. Sin embargo, si que varia en el nimero de
laminas exteriores observables al microscopio electrénico. Tras la seleccion de extremos de fésmidos que
flanqueasen esta region del genoma tomando como referencia el genoma HSBQO01, se procedié a secuenciar 9
fésmidos provenientes de la libreria metagendmica construida en el 2004-5 que cubriesen la zona del genoma GI1.
Siete de ellos contenian nuevas versiones de genes implicados en la sintesis de la envoltura celular, presentando
un cluster de CSG diferente en cada caso. Mediante ensayos de reclutamiento con el metagenoma SS37, hemos
encontrado que las nuevas versiones de Gl1, junto con las anteriormente descritas (las de los genomas C23 y
HSBQOO01, y la del fésmido eHw-559) estan presentes en el metagenoma, ya que hay secuencias idénticas al
100% de identidad. Sin embargo, la cobertura a lo largo de cada uno de los fragmentos secuenciados no es
homogénea, y es frecuente encontrar siempre al menos un gen, especialmente aquellos anotados como posibles
adhesinas, que no reclutan ninguna secuencia ambiental, ni siquiera a baja similitud. Una de las posibles
explicaciones de este hecho es que el metagenoma usado, SS37, a pesar de ser dos érdenes de magnitud mayor
que el primero usado, sigue estando por debajo de las condiciones de saturacion del sistema, es decir, no es
representativo de toda la variabilidad presente en CR30. De hecho, y aunque no se muestra en este trabajo, ha
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sido necesario ampliar el metagenoma de este cristalizador con 4 Gpb mas de secuencia para poder llegar a
condiciones de saturacién. Aun asi, determinados genes, o determinados dominios de los mismos, siguen sin
reclutar secuencias ambientales en absoluto, indicando que ese clon en concreto, ha desaparecido o se ha diluido
muchisimo en la comunidad procariética en el momento de muestreo, impidiendo por tanto su deteccién a través
de una aproximacion metagenomica.

Las aguas hipersalinas (sobre un 30% wi/v), H. walsbyi alcanza densidades de poblacién de hasta 108 células /ml e
incluso mayores niveles de particulas de virus (10° VLP/ml) (Guixa-Boixereu 1996; Pedros-Alio et al. 2000). Los
virus se saben que ejercen una enorme presion en la evolucidn de los procariotas y en estos ambientes son los
mayores predadores de haloarchaeas. Tras el analisis del contenido génico de cada uno de los fésmidos, los
resultados indican que los componentes de la pared celular muestran un nivel muy alto de diversidad dentro de
poblaciones de H. walsbyi concurrentes. De acuerdo con el modelo de “diversidad constante” propuesto por
Rodriguez-Valera et al. (2009), la coexistencia de varias versiones de esta region ayudaria a distribuir entre los
diferentes clones de la comunidad la probabilidad de ser reconocido e infectado por un tipo de fago que reconozca
alguna de las estructuras expuestas especificas de clon o linaje. Por lo tanto, en H. walsbyi, esta variabilidad
refleja una evasion de los fagos mediante el mantenimiento de la microdiversidad. Es facil imaginar que los efectos
de una poblacién tan alta de fagos sobre una comunidad procariota tan poco diversa como la existente en el
cristalizador, podrian ser catastroficos sin una estrategia de evasion que promueva la variacion de los sitios de
reconocimiento de fagos. Luego para explicar la coexistencia de tan alto nimero de fagos y de células de H.
walsbyi, debe de existir una alta diversidad de genes de reconocimiento de fagos, muy probablemente las CSGs
localizadas en las islas gendmicas. Las descritas en el presente trabajo podrian ser una pequefia representacion

de cdmo pueden llegar a variar estas dianas viricas.

La variabilidad de las CGS observadas también podria explicarse sin la necesidad de que co-existan multiples
linajes invariables cuya frecuencia varia en el tiempo. Puede ocurrir que la composicion gendémica de GI1 cambie
continuamente y que las versiones secuenciadas del 2004 ya no existan mas en el cristalizador, sin embargo, el
hecho de haber encontrado un clon igual eHW-1 que la GI1 de C23, indicaria lo contrario. También podria ocurrir
que las diferentes versiones de la GI1 que observamos en estos momentos sean el producto de la seleccion
ocurrida una vez y que las diferencias que vemos son el acimulo de sucesivas mutaciones puntuales en los genes
de la isla. Entonces, la razén de la diferencia de reclutamiento de secuencias del metagenoma entre un gen y otro
de laisla se deberia a diferencias en la tasa de mutacién, siendo mayor en aquellos genes que se encuentren bajo
seleccidén positiva por alguna razén, como por ejemplo: ser las dianas de fagos. Han de existir entonces
mecanismos moleculares que permitan una tasa de variacién extremadamente alta en esta regién genomica.
Como pueden haber variado los linajes existentes, o cdmo lo pueden estar haciendo los genes concretos que no
reclutan en el metagenoma es controvertido (incluso las metodologias existentes para la deteccién de islas
gendmicas es muy heterogéneo (Che et al. 2011; Hasan et al. 2012; Soares et al. 2012)). En las islas genémicas,
sobre todo las relacionadas con patogenicidad, es frecuente encontrar cambios en el contenido G+C y fenémenos
de transferencia horizontal o de recombinacién mediados por la presencia de elementos méviles o tRNA en los
limites de la isla u otros elementos repetidos donde tienen lugar estas recombinaciones e inserciones/deleciones.
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De hecho, la recombinacién del cluster de genes que codifican para el LPS (los genes rfb) en Salmonella enterica
es un paradigma de esta estrategia (Wang et al. 2002; Xiang et al. 1994). Se ha mostrado en muchas ocasiones
que muchos de los genes presentes en las islas gendmicas son adquiridos mediante transferencia horizontal (ver
por ejemplo el caso de P. marinus'y S. ruber (Avrani et al. 2011; Pena et al. 2010)). Sin embargo, estos elementos
que propician variabilidad no siempre aparecen en todas las islas y encontrar un mecanismo de variacién no es
sencillo. Tal es el caso de la GI1 en HSBQO01, que contiene un G+C muy cercano al de la media del genoma,
carece de elementos transponibles o tRNAs y tampoco se han detectado repeticiones. Entre las nuevas versiones
de la GI1 derivadas de este trabajo, se han encontrado elementos IS en cuatro de ellas ademas de dos genes
pertenecientes a fagos (en Hw-7), por lo sugiere que un posible método de variacién son estos elementos méviles.
Ya que algunos de los genes CSGs parecen ser paralogos, y varios dominios 0 médulos estan conservados, la
recombinacion entre las diferentes copias podria dar lugar a la variabilidad observada, con un menor riesgo por
tanto de generar células no viables por no poder construir envolturas celulares funcionales. Sin embargo, no se ha
podido detectar ninguna recombinacién entre las islas disponibles (en parte porque casi no disponiamos de genes
que pudiesen ser alineados, misma razon por la que fue imposible construir &rboles filogenéticos que indicasen
esa fransferencia exdgena). Cabria esperar, que con una mejor representacion de esta region genémica y un
mayor numero de experimentos in silico de este tipo, se podria extraer una conclusién mas robusta que la aqui
presentada. Tan solo los datos de la frecuencia de tetranucledtidos indicarian un posible origen mediante HGT; sin
embargo la conservacion del G+C en todas las islas y del uso de codones igual que el de los genes del resto de
genoma, indicarian lo contrario. Ademas, algo dificil de explicar seria de qué organismo son transferidos estos
genes y si esta transferencia es en bloque, es decir, la GI1 entera. o se trataria Unicamente de genes individuales.
Los resultados aqui presentados para intentar esclarecer el origen de la variabilidad de la GI1 en H. walsbyi no son
concluyentes, y seria necesario disponer de mayor cantidad de datos gendémicos. De hecho, este trabajo se ha
continuado mediante la obtencion de un metagenoma nuevo de 4 Gpb mas de secuencia, y resultados
preliminares parecen sugerir que, en efecto, existen genes que o han variado drasticamente en un espacio de
tiempo muy corto (cuatro afios) o que ese linaje en concreto se ha diluido hasta ser imperceptible con una
aproximacion metagendmica. Una aproximacion molecular, como la ampliacién de estos genes mediante PCR en
varias muestras temporales del mismo cristalizador, ayudaran a comprender mejor cual de las dos opciones es la
correcta.

Como mensaje final y de caracter mas general, hemos de replantear de nuevo la pregunta de cual es realmente la
unidad evolutiva en la naturaleza que obedece a la seleccion natural, ¢los genes, los individuos, los grupos...?. En
el caso de procariotas, ahora sabemos que una especie puede ser definida por el repertorio de genes en su
totalidad, es decir su pan-genoma. Este no estd incluido en una sola célula, sino repartidos en linajes
independientes (o lineas clonales). Ademas, se deberia afadir a este conjunto la comunidad de fagos que pueden

reconocer estos clones y por tanto, moldear el contenido del pan-genoma de la especie procariota.
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7.- ANEXOS

ANEXO |

Tabla A. Anotaci6n de los fésmidos ambientales eHw de este trabajo. (Ver archivo excell anexo).

ANEXO Il

Sofware desarrollado en Perl usado en este trabajo

Extraer hits del Analisis HUMERR
#!lusr/bin/perl

# parse multi-HMM file

use Bio::SearchlO;

print "Nombre del archivo................... ;
chomp(my $hmm_file=<STDIN>);

print "\n";

print "Nombre del archivo de salida ................... ;
chomp(my $salida_file=<STDIN>);

print "\n";

open(INFILE, ">$salida_file");

my $in = new Bio::SearchlO(-format => 'hmmer_pull',-file => $hmm_file);
print INFILE "tQuery_name\tHitName\tHitDescription\tHitLength\te-value\tScore\n\n";

while ( $res = $in->next_result )
{
# get a Bio::Search::Result::HMMERResult object
print INFILE "\n",$res->query_name, "\t";
while ( $hit = $res->next_hit )
{
print INFILE $hit->name, "\t",$hit->description, "\t";
while ( $hsp = $hit->next_hsp )
{
print INFILE $hsp->length,"\t", $hsp->evalue,"\t",$hsp->score, "\t";
}
1
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Extraer secuencia de aminoacidos de los genes de un genoma (o fragmento gendmico) a partir de un

archivo Genbank

#lusr/bin/perl

use Bio::SeqlO;
use Bio::DB::GenBank;

print "Nombre del archivo................... ;
chomp(my $gb_file=<STDIN>);

print "\n";

print "Nombre del archivo de salida ................... ;
chomp(my $salida_file=<STDIN>);

print "\n";

my %hash;
open(INFILE, ">$salida_file");

my $seqio_object = Bio::SeqlO->new(-file => $gb_file);
while(my $seq_object = $seqio_object->next_seq)

{
for my $feat_object($seq_object->get_SeqFeatures)

{

if ($feat_object->has_tag('translation’))

{

for my $feat($feat_object->get_tag_values (‘translation'))

{
my $start = $feat_object->location->start;

my $end = $feat_object->location->end;

print $feat,"\n";
print INFILE ">",$seq_object->display_id,"\t" $start,"@",$end,"\n", $feat,"\n";

close INFILE;
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Extraer secuencia de nucleétiods de los genes de un genoma (o fragmento genémico) a partir de un

archivo Genbank

#lusr/bin/perl

#
#
use Bio::SeqlO;

print "Nombre del archivo.................. ;
chomp(my $gb_file=<STDIN>);

print "\n";

print "Nombre del archivo de salida ................... ;
chomp(my $salida_file=<STDIN>);

print "\n";

my %hash;

open(INFILE, ">$salida_file");

my $seqio_object = Bio::SeqlO->new(-file => $gb_file);
while(my $seq_object = $seqio_object->next_seq)
{
for my $feat_object($seq_object->get_SeqFeatures)
{
if ($feat_object->has_tag('product’))
{

for my $feat($feat_object->get_tag_values (‘product))

{

print $feat,"t" $feat_object->seg->seq,"\n";

print INFILE ">" $feat,"\t" $feat_object->seq->seq,"\n";

}
}
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Preparar los datos para las graficas de reclutamientos

#/usr/bin/perl -w

#

#

#

# perl program.pl file_with_starts_ends_and_% (in 3 columns, tab delimited)
# output file is made like inputfilename.out

#

my $pattern = shift; #print "Lista Query Start: ";

chomp $pattern;

my @input_files = < $pattern >;

foreach my $file (@input_files) {

open (INP,$file) || die;

open(OUTFILE,">$file.out") || die "Cannot open output file $file.out";

while (my $line = <INP>) {
chomp $line;
Sline =~ s/Ms+|\s+$//g;
next if $line eq "";
my ($a,$b,$c) = split(\t,$line);
print OUTFILE $a,"t",$c,"\n",$b,"\t",$c,"\n\n";

close INP;
close OUTFILE;

Universidad Internacional de Andalucia, 2013

78



Variabilidad de la IG1 de Haloquadratum walsbyi- MASTER BIOINFORMATICA, UNIA -2012

Contar secuencias de un archivo multi-fasta

#!lusr/bin/perl

use Bio::SeqlO;

use strict;

print "\n";

print ("nombre del archivo:\n") ;
print "\n";

chomp (my $my_file = <STDIN>);
open (INP, "$my_file" ) ;

my $seq;
my $seq_obj = Bio::SeqlO->new(-file=>"$my_file");
my $count=0;
while ( my $inseq = $seq_obj->next_seq) {
my $seq = $inseq->seq();
if (fseqne ™) {

$count+=1;

}
print "\n" ;
print ("su archivo contiene $count secuencias") ;

print "\n" ;
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Filtrar los datos de BLAST

#lusr/bin/perl -w

use Bio::SearchlO;

# ARCHIVO

print "\n\n";

print "ReportBlast a analizar ................... ;
chomp(my $report_blast=<STDIN>);

print "\n";

# PARAMETROS

print "Similitud minima (%)... ";
chomp($sim=<STDIN>);

print "Longitud minima de la secuencia....... ;
chomp($lonm=<STDIN>);

print "E-value....... "
chomp($E_value=<STDIN>);

# ARCHIVO SALIDA

print "\n";

print "Nombre archivo salida........ ;
chomp($outf=<STDIN>);

open (OUTFILE, ">$outf");

$report_obj = new Bio::SearchlO(-format => 'blast',

-file => $report_blast);

print OUTFILE "Analisis de $report_blast teniendo en cuenta:\n\n";
print OUTFILE "\t\tSimilitud minima (%)... $sim\n";

print OUTFILE "\t\tLongitud minima de la secuencia.......$lonm\n";
print OUTFILE "W\E_value mayor.....$E_value\n\n";

print OUTFILE "tQuery_name\tQuery_description\tQuery_lenght\tHitName\tHitDescription\tSeq\tHitLength\tHspLength\tPercentID\te-
value\tScore\trank\tQueryStart\tQueryEnd\tHitStart\tHitEnd\tLocus\n\n";

while( $result = $report_obj->next_result ) {
if( $hit = $result->next_hit ) {
if( $hsp = $hit->next_hsp ) {
if ( $hsp->percent_identity > $sim and $hsp->length > $lonm and $hsp->evalue < $E_value ) {

my $hsp_percent_identity=$hsp->percent_identity;$hsp_percent_identity=~ s\.\/g;

my $hsp_evalue = $hsp->evalue;$hsp_evalue=~ s\ \,/g;

print $result->query_name, $result->query_description, $result->query_length,"Hit\t", $hit->name, "\tHitLength ", $hit->length,"\tHspLength ",
$hit->description,$hsp->length,"\tPercent_id ", $hsp_percent_identity, "\tE-Value ", $hsp_evalue,"\tScore ", $hsp->score,
Shsp->start(‘query'),"\t" $hsp->end(‘query'),"\t", $hsp->start(hit),"\t", $hsp->end('hit'),"\t", $hit->locus, "\n\n";

print OUTFILE $result->query_name,"\t", $result->query_description,"\t" $result->query_length,"\t", $hit->name,"\t",$hit->description,"\t",$hsp->hit_string,
"\t $hit->length, "\t", $hsp->length, "\t",$hsp_percent_identity, "\t",$hsp_evalue,"\t",$hsp->score, "\t",$hsp->rank,
"\t" $hsp->start(‘query’),"\t", $hsp->end(‘query"),"\t",Shsp->start('hit'),"\t", $hsp->end(‘hit),"t", $hit->locus,"\n";

}
}

1
close OUTFILE;
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ANEXO Il

TablaB

Table 1 2 and 3" Generation DNA sequencing platforms listed in the order of commercial availability

Current Former Sequencing Amplification Primary
Platform company company method method Claim to fame applications
454 Roche 454 Synthesis emPCR First Next-Gen Sequencer, 1%, 2, 3% 4,7, 8%
(pyrosequencing) Long reads
Mumina [Numina Solexa Synthesis BridgePCR First short-read sequencer; 1%,2,3%,4,5,6,7, 8
current leader in advantagest
SOLiD Life Applied Ligation emPCR Second short-read sequencer; 3% 5,6,8
Technologies  Biosystems low error rates
HeliScope  Helicos N/A Synthesis None First single-molecule sequencer 5,8
Ion Torrent Life lon Torrent  Synthesis emPCR First Post-light sequencer; 1,2,3,4,8
Technologies (H" detection) first system <$100 000
PacBio Pacific N/A Synthesis None First real-time single-molecule  1,2,3,7, 8
Biosciences sequencing
Starlightt  Life N/A Synthesis None Single-molecule sequencing 1,2,7,8
Technologies with quantum dots

Bold indicates applications that are most often used, economical or growing.

1 = de novo BACs, plastids, microbial genomes.

2 = transcriptome characterization.

3 = targeted re-sequencing,.

4 = de novo plant and animal genomes.

5 = re-sequencing and transcript counting.

6 = mutation detection.

7 = metagenomics.

8 = other (ChIP-Seq, nRNA-Seq, Methyl-Seq, etc.; see Brautigam & Gowik 2010, Shendure & Ji 2008).

*Pooling multiple samples with sequence tags (i.e. MIDs or indexes) is required for efficient use of this application

tllumina currently leads in number and percentage of error-free reads, [llumina HiSeqs with v3 chemistry lead in reads per run,
GB/run, and cost/GB.

TA commercial launch date for the Starlight system is not yet known, but it is included here because it is in advanced development, and
some information about its performance characteristics is known.
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TablaC

Table 2 Comparison of sequencing instruments, sorted by cost/Mb, with expected performance by mid 2011

Millions of Yield Reagent Reagent Minimum
Instrument Run time® reads/run Bases/read” Mb/Tun cost/Tun® cost/Mb unit cost (% run)®
3730x1 (capillary) 2h 0.000096 650 0.06 $96 $1500 $6(1%)
lIon Torrent - “314"chip 2h 0.10 100 =10 $500 <50 ~$750 (100%)
454 GSJr. Titanium 10 h 0.10 400 50 $1100 $22 $1500 (100%)
Starlight* t ~0.01 =1000 t t t t
PacBio RS 0.52h 0.01 860-1100 5-10 $110-900 $11-180 t
454 FLX Titanium 10 h 1 400 500 $6200 $12.4 $2000 (10%)
454 FLX+* 1820 h 1 700 900 $6200 $7 $2000 (10%)
Ion Torrent - “316°chip* 2h 1 =100 =100 $750 <475 ~$1000 (100%)
Helicos' N/A 800 35 28 000 N/A NA $1100 (2%)
Ion Torrent - 318 chip* 2h 4-8 =100 =1000 ~$925 ~$0.93 ~$1200 (100%)
IMumina MiSeq* 26 h 34 150 + 150 1020 $750 $0.74 ~$1000 (100%)
Mumina iScanSQ 8 days 250 100 + 100 50 000 $10 220 $0.20 $3000 (14%)
Mumina GATIx 14 days 320 150 + 150 96 000 $11 524 $0.12 $3200 (14%)
SOLiD - 4 12 days >8408 50 + 35 71 400 $8128 <$0.11 $2500 (12%)
IMumina HiSeq 1000 8 days 500 100 + 100 100 000 $10 220 $0.10 $3000 (12%)
Mumina HiSeq 2000 8 days 1000 100 + 100 200 000 $20 120" $0.10 $3000 (6%)
SOLiD - 5500 (PD* 8 days >7008 75 + 35 77 000 $6101 <$0.08 $2000 (12%)
SOLiD - 5500x1 (4hg)* 8 days >14108 75 + 35 155 100 $10 503" <$0.07 $2000 (12%)
Mumina HiSeq 2000 — v3™* 10 days <3000 100 + 100 <600 000 $23 470" 250.04 ~$3500 (6%)

“Instrument time for maximum read length.

PAverage length for high-quality reads >200 bases (mode is higher); typical maximum for reads <150 bases (most reads reach this
length).

“Includes all stages of sample preparation for a single sample (i.e. library preparation through sequendng; capillary = sequencing only).
dTypica.l full cost (i.e. including labour, service contract, etc.) of the smallest generally available unit of purchase at an academic core lab-
oratory provider for the longest available read (and percentage of reads relative to a full run, rounded to the nearest whole percentage).
“Upgrade of the FLX instrument, due out summer 2011.

nstruments and reagents are no longer sold; services are available for any organism.

EMappable reads [number of raw high-quality reads (as reported for all other platforms) is higher].

"™More reads are obtained than is needed from any single sample within most experiments, but the value illustrates the costs.
IAnnouncedTruSeq v3 reagents & software, reads and yield are half for HiSeq1000.

*Information based on company sources alone (independent data not yet available).

1Detail not yet available.

‘~" Indicates a likely value based on unpublished information available in March 2011 (i.e. author speculation).
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Figura D. RBS marcado de cada en cada uno de los fésmido secuenciados.
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