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RESUMEN

El aumento de la poblacién esta directamente relacionada con el incremento de la
contaminacion generada por residuos so6lidos, debido a sus altas tasas de consumo
y generacion de desperdicios, los cuales no tienen una gestién adecuada y esto
conlleva a problemas ambientales, sociales y de salud publica. Cada afo se
producen 1300 millones de toneladas de residuos a nivel mundial, de los cuales el
13.5% es reciclado y el 5.5% sirven de abonos, en Ecuador la produccién semanal
de basura es de 58.829 toneladas, de los cuales el 20% es tratado, el 14% es
reciclado, quedando la diferencia en situaciones inapropiadas de descarte, dentro
de los mayores contaminantes, se encuentran los residuos plasticos, que son un

grave problema medio ambiental.

En busca de soluciones a esta problematica, se ha propuesto la bioconversién de
residuos a través de la mosca soldado negra Hermetia illucens (BSF), considerando
que es un insecto que durante su etapa larvaria tiene la capacidad de degradacion
de residuos organicos y que la bioconversiéon de desechos guiada por insectos,
representa procesos exitosos de biorremediacién sostenible, es asi que este
trabajo de titulaciéon tiene como objetivo ensamblar y anotar el genoma de
Dysgonomonas sp. a partir de datos metagendémicos del tracto digestivo de la
mosca soldado negra Hermetia Illucens, con la finalidad de buscar genes de interés
y/o rutas metabdlicas que estén vinculadas con la degradacién de microplasticos

de polietileno (PE) y poliestireno (PS).

Se realizé el analisis de calidad mediante la herramienta FastQC y el recorte de las
secuencias de baja calidad en Trimmomatic para posteriormente eliminar las
secuencias del hospedero en bash de Linux. Los datos de salida, en formato FastQ,
fueron analizados en Kbase acorde a la narrativa 33233 para el ensamblaje y la
anotaciéon del genoma, producto de este proceso, se obtuvo la clasificacion
taxonomica del organismo para el BIN seleccionado 004, por presentar mayor

integridad y ausencia de contaminacidén en la secuencia.



Mediante RAST y BV-BRC se obtuvo la siguiente clasificaciéon taxondmica Dominio
Bacteria, Filo Bacteroidota, Clase Bacteroidia, orden Bacteroidales, Familia
Dysgonomonadaceae, Género Dysgonomonas, sin poder llegar a determinar
especie, empleando Species Tree y BV-BRC se realiz6 la construcciéon de arboles
filogenéticos, de la cual se observé que Dysgonomonas capnocytophagoides

guardaba estrecha relacion con el bin trabajado.

De la busqueda de genes y rutas metabdlicas de interés, Dysgonomonas sp.
presenta rutas metabolicas para la fermentacién de la glucosa llamada Entner-
Doudoroff, rutas metabdlicas de sulfatos, carbohidratos y nitrégeno, y el ciclo de
Krebs, adicionalmente se encuentra relacionada con la degradacion de a-
galactosas lo cual permite la degradacién de carbohidratos vegetales. En cuanto a
la cadena de transporte de energia, de observa la de citocromo bd ubiquinol

oxidasa que participa en la cadena respiratoria de procariotas.

Xi



1. FORMULACION DEL PROBLEMA

El incremento de la contaminacién generada por residuos soélidos se encuentra
relacionado directamente con el aumento de la poblacién, sus altas tasas de consumo
y generacion de desperdicios, con el desarrollo agroindustrial, comercial y turistico,
los cuales no tienen una gestiéon adecuada y contribuyen a los problemas sociales,

ambientales y de salud publica (Aleluya, 2016).

La contaminaciéon ambiental ha tenido una mayor incidencia debido a las malas
practicas de gestion, procesos de tratamiento inadecuado, sobreexplotacion de
recursos de los ecosistemas, faltas de alternativas para procesos de tratamiento,
ausencia de inversidn publica y privada y sistemas de eliminacién que se encuentran

colapsados (Ferronato, 2019).

Los residuos se clasifican de manera general en organicos e inorganicos, los cuales no
son separados y no siguen un proceso de reciclaje por parte de la poblacion, sino mas
bien de produccién, consumo y descarte, estos residuos contaminan aguas
subterraneas, generan gases de efecto invernadero, erosion de suelos, contaminacion
por lixiviados, generacion de biogas, obstruccion de desagiies, entre otras

afectaciones ambientales graves.

Cada ano se producen 1.300 millones de toneladas de residuos a nivel mundial, de los
cuales apenas el 13.5% es reciclado y el 5.5% fungen como abonos, quedando la
diferencia como basura, que incrementa y agrava los problemas medioambientales

(Gustavsson et al,, 2011).

En Ecuador, la produccién semanal de basura es de 58.829 toneladas, de los cuales el
20% es recolectado y tratado de forma adecuada, el 14% es reciclado, quedando la
diferencia en situaciones inapropiadas de descarte como a cielo abierto, botaderos,
rios, lagos y basura que queda sometida a procesos de incineracion. Con base a la

disposicion final de residuos que no son tratados y reciclados, el 19.1% se encuentra
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en rellenos sanitarios, el 23.3% en vertederos controlados, el 53.6% en botaderos a

cielo abierto y el 4.1% en incineradores (Solis 2020).

De la cantidad total recolectada por parte de las municipalidades, se ha reportado que
el 52% es una recoleccion diferenciada y de este porcentaje, el 24% es sometido a un
tratamiento 6ptimo, quedando el restante en sitios destinados a rellenos sanitarios.

(Solis 2012).

De los residuos generados a nivel nacional, el 53.9% son organicos, el 24.4%
corresponden a papel y carton, el 10.9% a plastico, el 6.5% a metales y chatarra y el
4.4% a vidrio. Esta problematica empeord desde 1970 con el incremento de las zonas
urbanas, siendo las ciudades con mayor poblacién quienes tienen los indices mas altos

en generacion de residuos (Solis 2012).

La produccién de residuos ademas de estar relacionada con la densidad poblacional,
también se centra en los modelos econémicos y de administracidon cantonal y los

niveles de pobreza de los sectores (Solis 2020).

. JUSTIFICACION

La contaminacion de los ecosistemas son un grave problema medio ambiental, de los
cuales la contaminacién por residuos plasticos se ha ido incrementando de forma
exponencial, sobrecargando los vertederos, rellenos sanitarios y fuentes de agua, es
asi que, en busca de soluciones se ha propuesto como una alternativa natural la
bioconversion de residuos a través del insecto mosca soldado negra Hermetia illucens
(BSF), considerando que es un insecto que durante su etapa larvaria tiene la
capacidad de degradacion de residuos organicos, los mismos que los almacena como

proteinas, grasas y carbohidratos (Del Hierro et al.,, 2021).

La bioconversion de desechos guiada por insectos representa procesos exitosos de

biorremediacion sostenible. La mosca soldado negra es un insecto saprofito, que se
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alimenta de materia en descomposicion, pero no se considera una plaga, debido a que
no tiene piezas bucales funcionales, no muerden o pican y no son conocidas por ser
un vector de enfermedades (Oliveira et al, 2015), por el contrario, son
ambientalmente beneficiosas, pueden alimentarse de residuos organicos en
descomposicion, restos de comida, vegetacion, residuos de la agricultura y estudios

actuales arrojan datos de degradacién de microplasticos.

Se requieren 40.000 larvas de BSF por metro cuadrado para el tratamiento de 60 Kg
de desechos para la conversion de residuos organicos, y formar agregados de materia
organica, en el proceso de degradacion, las larvas convierten los residuos organicos
en proteina (37-63% en peso seco) y grasa (7-39% en peso seco), por lo que tienen
amplias aplicaciones en el manejo de residuos, medicina o la elaboraciéon de

balanceados (Ao etal., 2021).

Los insectos mantienen dentro de su microbiota intestinal, microorganismos
involucrados en el desarrollo de varias funciones vitales, asi como capacidades
metabolicas de fermentacién de carbohidratos complejos, funciones que favorecen al
hospedero atribuyéndole beneficios (Zheng et al., 2016), estos microorganismos se
encuentran involucrados en varias funciones del hospedero, como mecanismos de
defensa ante toxinas de plantas, respuestas a nivel fisiol6gico, aumento del tiempo de
vida, intervencion en el desarrollo y potencial reproductivo, entre otros (Zhineng et

al, 2021).

Los insectos carecen de enzimas, por lo cual no pueden degradar carbohidratos, por
lo que la microbiota que se encuentra en sus intestinos participan con esta funcidn,
estos microorganismos a través de sus capacidades metabdlicas intervienen en la
fermentacion de carbohidratos complejos, liberando acidos grasos de cadena corta

que se utilizan como parte del metabolismo energético del huésped.

Yu et al,. (2023) analiz6 mediante metagendmica, bacterias intestinales de las larvas

de la mosca soldado negra, la cual arrojé datos de un grupo de bacterias con funciones
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benéficas, entre ellas Dysgonomonas sp. la misma que participaria en la biosintesis y
el metabolismo de los polisacaridos, la traduccién, el transporte de membrana y el

metabolismo energético.

Considerando que Ecuador mantiene una produccién semanal de basura de 58.829
toneladas, la generacidon de residuos es una problematica medioambiental que no
mantiene politicas y proyectos enfocados en su disminuciéon y tratamiento; vy,
tomando en consideracién la importancia de la mosca soldado negra como una
herramienta para la transformacién y bioconversién de residuos, este organismo
mantiene un rol significativo en el reciclaje de residuos bioldgicos y otros nutrientes,
por lo que es objeto de estudio a nivel mundial, arrojando resultados de actividad
enzimatica en las larvas que permiten la reduccion rapida de materia organica. Esta
capacidad de degradacion se debe a comunidades bacterianas presentes en el sistema
digestivo de este organismo, como se ha mencionado anteriormente (Shelomi et al,,

2020).

Asitambién, no se han encontrado en Ecuador estudios con informacién concerniente
a la diversidad poblacional de la mosca soldado negra y su variabilidad genética,
estudios que relacionen los microorganismos propios de la microbiota de la BSF

asociados con rutas metabdlicas y genes vinculados a la degradacién de residuos.

El ensamblaje de genomas bacterianos a partir de metagenomas, permite identificar
a nivel funcional a los microorganismos, sin necesidad de realizar cultivos , permite
buscar relaciones filogenéticas, rutas metabdlicas, interacciones tréficas, entre otros

(Sangwan, Xia, & Gilbert, 2016).



3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo General

Ensamblar y anotar el genoma de Dysgonomonas sp. a partir de datos
metagenomicos del tracto digestivo de la mosca soldado negra Hermetia Illucens,
con la finalidad de buscar genes de interés y/o rutas metabdlicas que estén
vinculadas con la degradacidn de microplasticos de polietileno (PE) y poliestireno

(PS).

3.2 Objetivos Especificos

* Limpiar las secuencias de Dysgonomonas sp. mediante el uso de un
software informatico o lenguaje de programacion adecuado.

* Ensamblar el genoma de Dysgonomonas sp. a partir de los datos
metagenomicos disponibles, para generar una secuencia que represente el
genoma de este organismo.

* Anotar el genoma ensamblado de Dysgonomonas sp. con la finalidad de
obtener la identificacion estructural genética y regiones codificantes.

» Buscar rutas metabdlicas y genes de interés producto del ensamblaje y
anotacién de genoma de Dysgonomonas sp. con incidencia en la

degradacién de residuos.

4. REVISION BIBLIOGRAFICA

4.1 Mosca Soldado Negra

La mosca soldado negra es un insecto de orden diptera, de la familia
Stratiomyidae, género Hermetia, especie illucens, se encuentra distribuida en todo
el mundo, habitando regiones tropicales y con temperaturas calidas, su

constitucién fisica se caracteriza por una estructura alargada de color negro
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(figura 1) diferente a la mosca comun, el desarrollo larvario de este insecto esta
comprendido por cinco etapas: huevecillo, larva, prepupa, pupa y adulta, su ciclo
de vida es de 31 dias aproximadamente (figura 2), sin embargo puede extenderse
por las condiciones ambientales y la cantidad de alimento que dispongan,
considerando que a bajas temperaturas y/o falta de alimento, la mosca se puede
mantener en etapa larvaria hasta cuatro meses, lo que normalmente la larva se
desarrolla en dos semanas, esta etapa es importante pues es en donde se
aprovecha con mayor eficiencia los residuos que consume y se generan
antibiéticos naturales sin afectacién de la biomasa, consume cualquier residuo
organico, en 6ptimas condiciones como en descomposicidn, estiércol de animales
y animales muertos, estos alimentos no generan patdgenos en su produccion de

biomasa (Boccazzi et al, 2017).

Figura 1. Mosca Solado Negra Hermetia. illucens ( Zamprogna et al.,, 2017)
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Figura 2. Ciclo de vida de Hermetia illucens (Pazmifio, 2021)

4.2 Bioconversion de Residuos

La BSF se encuentra vinculada a la degradacion de materia organica, los
nutrientes que produce estan delimitados por el alimento que consume, si son
residuos de alimentos (frutas y verduras) produce hasta el 37.8% de proteina y si
su alimentacién esta basada en estiércol de animales hasta el 44% de proteina; en
cuanto a la produccidn de grasas, estas se han visto definidas también por el tipo
de alimento, si consume residuos que tengan aceites, produce de un 42% a un
45% de grasa, si consume estiércol genera un 35% de grasa y gallinaza entre un

15% a un 25% de grasa (Wang y Shelomi, 2017).

Las larvas de BSF mantienen actividad enzimatica (amilasa, celulasa, lipasa y
proteasa), las cuales participan en la degradacion de materia organica, las cuales
estan relacionadas con comunidades bacterianas propias del sistema digestivo de

este insecto (Caruso et al,, 2013).



Considerando estas caracteristicas, la BSF se considera un organismo modelo
para investigacion y se utiliza industrialmente para reciclar ciertos desechos que
son especificos, entre ellos desechos organicos, con el fin de convertirlos en
productos utiles, como proteina para alimentacién de animales, compost que se

utilice como fertilizante y grasa para usos energéticos (Zhan et al., 2020).

La mosca soldado negra en su estadio de pupa, esta compuesta por proteina, grasa
y quitina en un 40%, 30% y 9% respectivamente, sin residuos de pesticidas o
micotoxinas, lo que la hace importante comercialmente al ser utilizada como un
alimento o suplemento animal (Choi et al, 2012). El uso de proteina como
alimento animal genera beneficios, es asi que el animal al consumir este alimento
disminuye la produccion de diéxido de carbono, la generaciéon de bacterias

nocivas y genera antibidticos naturales (Beskin et al., 2018; De Smet et al.,, 2018).

Es asi que, la empresa ESR International, mantiene una patente con el proceso de
bioconversion utilizando larvas de la BSF, estas larvas reducen hasta el 95% de
residuos alimenticios en poco tiempo, sin requerimientos de agua, productos
quimicos o energia y sin produccién de contaminantes, inicamente se genera

dioxido de carbono en pocas cantidades (ESR International, 2016).

Investigaciones anteriores han trabajado caracterizando las enzimas digestivas
que se produce en el intestino de la mosca soldado negra (Ki, et al,, 2011), la
microbiota del organismo de las larvas (Shelomi et al., 2020) la interrelacion entre
las comunidades bacterianas y el desarrollo de la BSF y se ha observado que
difieren las comunidades bacterianas segun la region y el tipo de sustrato que

hayan recibido. (De Smet et al., 2018).

Zhineng et al,, (2021) investigaron la microbiota intestinal de las larvas de BSF
con base a diferentes estadios y sustratos, de lo cual se observo que el intestino
de las larvas contienen alrededor de 11.000 consorcios bacterianos

pertenecientes a Proteobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes, y Actinobacteria, en
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cuanto a especies Enterococcus, Acinetobacter, Providencia, Enterobacter y
Myroides, Firmicutes esta vinculada a la degradacion de materia organica
proveniente de estiercol animal y Bacteroides de materia organica de alto peso

molecular.

Khamis et al., (2020) trabajo en la variabilidad genética del microbioma intestinal
de varias poblaciones de BSF, para ello usaron el gen COI mitocondrial y el 16S,
producto del estudio se fueron generando secuencias las cuales fueron vinculadas
con las accesiones del Gen Bank KM967419.1, FJ794355.1, F]794361.1,
F]794367.1,KC192965.1 y KY817115.1 para estudios de analisis filogenético, las
distancias genéticas fueron de 0,0091 y 0,0407 entre las accesiones del Gen Bank
y las secuencias de estudio, se encontraron relaciones en sus haplotipos de los
diferentes grupos poblacionales y en cuanto a las bacterias que se encontraron
con mayor abundancia formando la microbiota intestinal de la BSE fueron
Enterobactereaceae, Dysgonomonadaceae, Wohlfahrtiimonadaceae y
Enterococcaceae, en conclusion, se observo que existe variacion filogeografica

entre las diferentes poblaciones de estudio.

4.3 Dysgonomonas sp.

Dysgonomonas sp. es un cocobacilo gramnegativo, anaerobio facultativo,
perteneciente a la familia Dysgonomonadaceae, forman colonias de 1 a 2 mm de
didmetro, color gris, no hemoliticas y de olor ligero (. Al inicio fue aislado de
humanos como patdégeno oportunista, sin embargo, ahora se ha observado
aislados en intestinos de insectos, entre ellos, abejas, moscas y termitas (Auer et

al, 2017)


https://en.wikipedia.org/wiki/Dysgonomonadaceae

Figura 3. Dysgonomonas sp. (Kita et al., 2015)

Este microorganismo como parte de la microbiota intestinal de la BSF, se cree que
esta vinculado con la degradacion de polisacaridos complejos para la produccién
de biocombustibles (Yu et al, 2011) y en conjunto con Actinomyces sp. y
Enterococcus sp. participan en diversas funciones metabdlicas de los huéspedes
(Khademian et al., 2021), se encuentra relacionada con la digestion y absorcion
de proteinas, participa en la degradacion de celulosa, lignocelulosa e interviene

en la absorcidn de proteinas de los insectos huésped (Auer et al.,, 2017).

4.4 Ensamblaje y anotacion de genomas

La secuenciacion de alto rendimiento (HTS- High throughput Sequencing) permite
secuenciar en poco tiempo grandes genomas, reduciendo costos y procesando
varias muestras en paralelo, proporciona informacién a manera de un catalogo
completo de genes que conforman un organismo y que se pueden expresar en el
transcurso de su vida, estos datos necesitan un amplio andlisis computacional,

debido al gran volumen de datos bioldgicos generados (Aguilar et al., 2015).
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4.4.1

4.4.2

Secuenciacion de genomas

La secuenciacion de genomas es un proceso que permite realizar la
identificaciéon de genes de un organismo. La secuenciacidn sanger permitio
desarrollar un amplio espectro de avances cientificos, como la
secuenciacion del primer genoma bacteriano Haemophilus influenzae y la
secuenciacion del genoma humano, este método fue trabajado por mas de
20 afios, sin embargo tenia varias limitantes como costos y tiempos, de
aqui la generacion de nuevas alternativas de secuenciacién como 454,
secuenciacion por sintesis, SOLiD, ION Torrent las cuales requieren de un
paso previo de amplificacion, hasta la actualidad Helicos, SMRT, PACBIO,
tecnologia ILLUMINA que ya no requieren de pasos previos (Aguilar et al,,

2015).

Tecnologias de Secuenciacion de Alto Rendimiento (HTS)

Estas tecnologias se caracterizan por la capacidad de generar un gran
volumen de datos a costos relativamente bajos, pueden producir millones
y billones de lecturas por cada corrida, tiene una mayor cobertura en
comparacion con la secuenciaciéon automatica sanger, y sus reads son mas

cortos exceptuando los de PACBIO.

Las tecnologias HTS tiene un amplio campo de aplicacién, como biologia,
genomica, protedmica, transcriptémica, metagendmica, entre otras. Entre
sus aplicaciones estan la secuenciacibn de genomas completos,
secuenciacion de novo que no requiere de un genoma de referencia, y
buscan la construccién de un genoma completo, la resecuenciacién que
necesita de un genoma de referencia y buscan variaciones mediante este
contraste de comparacion, cuantificacién de expresion génica, estudio de
interacciones ADN-PROTEINA, resistencias a antibiéticos, identificacion de

mecanismos metabdlicos, entre otros (Aguilar et al.,, 2015).
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4.4.3 Ensamblaje de genomas

El ensamblaje de genomas es un proceso en el cual, al partir de pequefios
fragmentos de ADN, se interpreta la secuencia genémica. El ensamblaje
puede ser por comparaciéon y de novo, el primero parte de un genoma
conocido, que sirve de base para la reconstruccién del genoma, mientras
que el segundo no parte de un genoma conocido, el proceso de un

ensamblaje de novo se describe en la figura 4.

Control de calidad y correccion de
errores en los datos l

=

[Ensamblaje

levaluacién de la calidad del l N

ensamblaje
A 4
lﬁ

[Terminaci()n del genoma J

Figura 4. Representacion del flujo de trabajo de un ensamblaje de novo

(Aguilar et al., 2015).

La primera parte del ensamblaje de novo es el control de calidad, en este
paso se hace una revision de la informacion para identificar los datos que
tienen problemas de calidad y excluirlos, para secuencias largas, se basan
en la calidad de las bases, la distribucion de los nucleétidos, el contenido
de guaninas-citocinas, identificacién de secuencias repetidas, entre otros;
para secuencias cortas se revisa las lecturas de baja calidad y se elimina a
partir del punto de inflexiéon en donde decae la calidad de secuencias, el

porcentaje de error se encuentra entre 0.1 y 1%.

El ensamblaje es basa en unir fragmentos individuales, formando
secuencias largas con base a fragmentos iguales de ADN, llamados contigs.

Los ensambladores que realizan este trabajo se agrupan en tres tipos:
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i)Greedy, que conecta los reads de forma iterativa y se usa principalmente
para secuenciacidn sanger, pero no son eficientes para regiones repetitivas
largas; ii)Overlap-Layout-Consensus (OLC) que identifica los reads que se
solapan correctamente y a partir de ellos, genera graficos que constan de
un nodo y un conector por cada solapamiento, con estos conectores se
generan algoritmos considerando todos los reads, el algoritmo construye
un genoma con base a la busqueda de un camino que atraviese todos los
nodos sin repeticion, y iii) Graficos de Brujin que generan modelos basados
en larelacion que existe entre subcadenas de longitud k en los reads, nodos
en los graficos que son los k-mers y los conectores k-mers que solapan en
k-1, es asi que la longitud del k-mer relaciona la longitud del solapamiento

que se detecta.

La evaluaciéon de la calidad utiliza algunos indicadores métricos
cuantitativos, calcula la longitud minima, media y maxima de los contigs y
la longitud total del ensamblaje, el mismo que debe coincidir con el tamafio
esperado, el indicador N50 es el valor estadistico principal que indica que

tan apropiado fue el ensamblaje.

Y finalmente el proceso de terminacidon que es muy importante, pues es en
donde se corrigen los errores del ensamblaje y de la secuenciacion, se
asocia al cierre de gaps y es el paso que mayor tiempo consume de todo el

proceso (Aguilar et al., 2015).

4.5 Anotacion de Genomas

La anotacion de genomas consiste en la identificacién de las caracteristicas del

genoma que ha sido ensamblado, y consta de dos partes, la anotacién estructural

y la anotacion funcional.
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La anotacién estructural predice las regiones codificantes, en este tipo de
anotacion se encuentran dos categorias, el método de novo que emplea algoritmos
para conocer si la secuencia es codificante mediante motivos especificos; y, el
método de comparacion que busca regiones de organismos con alta similitud con

relacion a bases de datos.

La anotacidén funcional asigna datos bildgicos a genes identificados, y se lo realiza
mediante algoritmos de alineamiento como BLAST, este encuentra secuencias
homologas relacionando bases de datos, también trabaja a través de motivos y

dominios funcionales (Aguilar et al., 2015).

5. METODOLOGIA

Para el desarrollo del proyecto, se utilizo datos de una investigacion previa,
pertenecientes a muestras de larvas de mosca soldado negra, obtenidos mediante un
equipo NovaSeq. Partimos de un dato de salida de 12 Gb, con dos archivos FASTQC
(forward y reverse). A continuacion, se detalla en la figura 5 el flujo de trabajo

realizado con las herramientas de analisis.
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Figura 5. Flujo de trabajo. i) Eliminacién de la secuencia del hospedero, ii)

Ensamblaje y del Genoma, iii) Anotacion del Genomay iv) Busqueda de

genes y rutas metabdlicas de interés

5.1 Eliminacion de las secuencias del hospedero

La eliminacién de la secuencia del hospedero se realiz6 en bash de Linux acorde

a lo descrito en la tabla 1.
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Tabla 1. Descripcién del procedimiento realizado para la eliminacion de las

secuencias del hospedero.

N° Proceso Herramienta utilizada

1 Control de calidad de las lecturas FastQC

2 Limpieza de secuencias Trimmomatic

3 Eliminacién de datos duplicados Dedupe-BBMap

4 Eliminacién de la contaminacién de la Bowtie2 y Samtools
secuencia

5 Transformacion a Fastq Bedtools

5.2 Ensamblaje y Anotacion del Genoma

El ensamblaje y la anotacion del Genoma se trabajé desde la plataforma KBase,
https://narrative.kbase.us/narratives, acorde al flujo de trabajo (figura 6)
descrito en la tabla 2.

Assemble Bin Contigs

by 26, = = ®, e pn s =\
B® @>@>>n>>@>@>g>@b>@>m>D@D@:
Kot | | oo @D@v ke =>@v fomed ! = |

(oatigs Baned (oetigs

Figura 6. Flujo de trabajo del ensamblado y la anotacién del genoma (Chivian

etal., 2020).

Tabla 2. Descripcion del procedimiento realizado para el ensamblado y la

anotacion del genoma

N° Proceso Herramienta utilizada

1 Clasificaciéon taxondémica de Kaiju

microorganismos con base a los reads

obtenidos.
2 Ensamblaje independiente con las cuatro Meta SPAdes
herramientas descritas. MEGA HIT
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IDBA-UD
HIPMER_ASSEMBLY
3 Comparacién de los cuatro ensambladores KB

(punto 2) y elecciéon del mejor ensamblador.

4 Combinacién de contigs MaxBin2
MetaBAT?2
CONCOCT

5 Optimizacion de bins DAS-Tool

Evaluacion de la calidad de los bins CheckM

7  Obtencién del bin de interés BinUntil

(Dysgonomomas sp.)

8 Anotacion del genoma RAST

5.3 Busqueda de Genes y Rutas Metabdlicas de interés

La busqueda de genes y rutas metabdlicas de interés se trabajo desde la
plataforma KBase, https://narrative.kbase.us/narratives, acorde a lo descrito en

la tabla 3.

Tabla 3. Descripcion del procedimiento realizado para la busqueda de genes y

rutas metabdlicas de interés.

N° Proceso Herramienta utilizada
1  Perfil funcional Dram
2  Construccion de un set de genes PET Build FeatureSet from
Genome / Merge
FeatureSets:
Alineamiento multiple de secuencias Muscle
4 Eliminacion de regiones variables Gblocks

5 Busqueda de coincidencias para hidrolisis HMMsearch for MSA

PET en las regiones conservadas
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6. RESULTADOS Y DISCUSION
6.1 Eliminacion de las secuencias del hospedero

6.1.1 Control de calidad

El control de calidad hace una revision de la informacion para identificar
los datos que tienen problemas de calidad y excluirlos, se basa en la calidad
de las bases, la distribucién de los nucleoétidos, el contenido de guaninas-
citocinas, entre otros; en la tabla 4. se observa una estadistica basica para
las secuencias, generada en FastQC en Kbase, la longitud de sus secuencias
estd entre las 50 y las 150 pares de bases, y su contenido de Guanina

Citocina es del 40%.

Tabla 4. Estadistica basica para las secuencias en FastQC (forware y reverse)

Filename PE1_2_151985_2_1.fwd.fastq . PE1_2_151985_2_1.rev.fastq
File type Conventional base calls File type Conventional base calls

Encoding Sanger / Illumina 1.9 Encoding Sanger / Tllumina 1.9

Total Sequences 24578279 Total Sequences 24570279

Total Bases 3.6 Gbp Total Bases 3.5 Gbp
Sequences flagged as poor quality © Sequences flagged as poor quality ®
Sar e Lengii =D Sequence length s8-150

%GC 4a %GC a0

La calidad de las secuencias es buena, considerando que se encuentran en
la zona verde y naranja para forward, y en la verde para reverse (figura 7),
no se observan caidas repentinas o lecturas de baja calidad, por lo que

inferimos que no existen errores inesperados.

En cuanto a las barras de error, estos alcanzan puntajes de calidad altos,
superiores a 30, a partir de las 94 pb para forward y 150 pb para reverse,
en términos de PHRED Score, que es una medida de calidad de las bases
generadas en la secuenciacién que permite evaluar la calidad de la
secuencia, se observa que el nivel superior a 30 muestra una precision de
la base el 99.9% y la probabilidad de llamada de base incorrecta de 1 en

1000, en cuanto al puntaje de calidad medio dada por linea azul se
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encuentran entre 34 y 36 para forward y reverse respectivamente

(Babraham, 2020).

Quality scores across all bases (sanger f llumina 1.9 encoding)
Quality scores aeross all bases (Sanger / lluming 1.9 encoding)
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Position in read {bp) Position In read (bp)

Figura 7. Calidad de la secuencia por par de base para las secuencias forward

(derecha) y reverse (izquierda)

En cuanto a las graficas que muestran el contenido de G-C (figura 8) tienen una
distribucién normal, no presentan picos agudos o anchos que pudieran indicar
que existe contaminacién por dimeros u otros compuestos, por lo que al
observarse picos centrales con distribucién normal, y contrarrestandolo con la

literatura, inferimos que no existe contaminacién (Babraham, 2020).
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Figura 8. Contenido de GC para las secuencias, forward (izquierda) y reverse

(derecha)

19



6.1.2 Limpieza de secuencias

Para mejorar la calidad de las secuencias, se emple6 la herramienta
Trimmomatic, con la finalidad de eliminar las lecturas de baja calidad y
posterior a ello se volvi6 evaluar la calidad de las secuencias acorde a se

indicé en el punto anterior (figura 9).

Tabla 5. Estadistica basica posterior a la limpieza en trimmomatic utilizando

FastQC (forware y reverse)

T T I R

Filename PE1_2TRIMIOMATIC paired 151985 5 1.fud.fastq  Filename PEL_2TRIMMOMATIC paired 1519855 1.rev.fastq
File type Conventional base calls File type Conventional base calls

Encoding sanger / Illumina 1.9 Encoding Sanger / Illumina 1.9

Total Sequences 24570279 Total Sequences 24570279

Total Bases 3.6 Gbp Total Bases 3.5 Gbp

Sequences flagged as poor quality @ sequences flagged as poor quality @

Sequence length 50-150 Sequence length 58-150

XGC 40 %6C 402

Posterior a la limpieza, se observan mejoras en los puntajes de calidad, sin
embargo, no existen cambios en cuanto a las puntuaciones de calidad por

lectura.

Quality scores across all bases (Sanger / llumina 1.9 encoding)
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Figura 9. Calidad de la secuencia por par de base, posterior a la limpieza en

Trimmomatic, forward (derecha) y reverse (izquierda)
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6.1.3 Eliminacion de duplicados

Para la eliminacion de secuencias duplicadas, se empled la herramienta
Dedupe, de BBMap, en bash de Linux, con ello se elimina las secuencias que
comparten porcentajes de identidad que sean considerados como

duplicados, estos se corresponden con el 10.45%.

geo@geo-Lenovo-Flex-2-15: $ dedupe.sh -Xmxdg inl=/home/geo/Descargas/Shotgun/C_Pareada_l.fq \ in2=/home/geo/Desca
outd=/home/geo/Descargas/Shotgun/C_adup.fq ac=f

java -Djava.library.path=/home/geo/bbmap/jni/ -ea -Xmx4g -Xms4g -cp /home/geo/bbmap/current/ jgi.Dedupe -Xmx4g inl=/hom
C_Pareada_2.fq out=/home/geo/Descargas/Shotgun/C_aded.fq outd=/home/geo/Descargas/Shotgun/C_adup.fq ac=f

Executing jgi.Dedupe [-Xmx4g, inl=/home/geo/Descargas/Shotgun/C_Pareada_1.fq, in2=/home/geo/Descargas/Shotgun/C_Pareada
gas/Shotgun/C_adup.fq, ac=f]

Memory: max=4294m, total=4294m, free=4288m, used=6m

Exception: java.lang.OutOfMemoryError thrown from the UncaughtExceptionHandler in thread "Thread-4"
Found 667658 duplicates

Finished exact matches. Time: 529.290@ seconds

Memory: max=4294m, total=4294m, free=5m, used=4289m

6390117 reads 944602795 bases.
667658 reads (10.45%) 100127957 bases (10.60%) 229489 collisions
5718972 reads (89.50%) 844474838 bases (89.40%)

Exception in thread "main" java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space
geo@geo-Lenovo-Flex-2-15: $

Figura 10. Eliminacion de secuencias mediante la herramienta Dedupe de

BBMap

Posterior a la eliminacion de secuencias duplicadas, se utilizé la
herramienta Reformat de BBMap, para reformatear las lecturas, en el cual
se observa que el total de las secuencias se corresponden a lecturas que no

mantienen duplicidad.

geo@geo-Lenovo-Flex-2-15: $ reformat.sh in=/home/geo/Descargas/Shotgun/C_adup.fq
java -ea -Xmx200m -cp /home/geo/bbmap/current/ jgi.ReformatReads in=/home/geo/Descarg

.fq
Executing jgi.ReformatReads [in=/home/geo/Descargas/Shotgun/C _adup.fq, outl=/home/geo

Set INTERLEAVED to true
Input is being processed as paired

667658 reads 100127957 bases
667658 reads (100.00%) 100127957 bases (100.00%)

: 1.666 seconds.
Reads Processed: 667k 400.84k reads/sec
Bases Processed: 100m 60.11m bases/sec
geo@geo-Lenovo-Flex-2-15: Y |

Figura 11. Datos obtenidos en Reformat de BBMap
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6.1.4 Eliminacion de contaminacion de la secuencia

Se obtuvo del NCBI el genoma de Hermetia illucens, con c6digo de acceso

GCF_905115235.1 en formato FASTA (figura 12).

>LR899009.1 Hermetia illucens genome assembly, chromosome: 1

atttcgtcatcatcaaatcacaggctatacacttgctctcagacgctgataccctcagatctcaagatcacaaatcaggt
tccttttcattattttgcaagtacttaacgagaaattaacatttaaatcctggaaaagtgatttttcagcttttcctcca
ttttcgtcatcatcaaatcacaggctatacacttgctctcagacgctgataccctcagatctcaagatcacaaatcaagt
tccttttcaatattttgcaagtacttaacgagaaattaacatttaaatcctggaaaagtgattttccagcttttcctcca
ttttcgtcatcatcaaatcacaggctatacacttgctctgagacgctgataccctcagatctcaagatcacaaatcaggt
tccttttcattattttgcaagtacttaacgagaaattaacatttaaatcctggaaaagtgatttttcagcttttcctcca
ttttcgtcatcatcaaatcacaggctatacacttgctctcagacgctgataccctcagatctcaagatcacaaatcaggt
tccttttcattattttgcaagtacttaacgagaaattaacatttaaatcctggaaaagtgatttttcagattttcctcta
ttttcgtcatcatcaaatcacaggctatacacttgctctcagacgctgatatcctcagatctcaagatcacaaatcaggt
tacttttcattattttccaagtacttaacgagaaattaacatttaaatcctggaaaagtgatttttcagcttttcctcca
ttttcgtcatcatcaaatcacaggctatacacttgctctcagacgctgataccctcagatctcaagatcacaaatcaggt
tccttttcattattttgcaagtacttaacgagaaattaacatttaaatcctggaaaagtgattattcagcttttcctcca
ttttcgtcatcatcaaatcacaggctatacacttgctctcagacgctgataccttcagatctcaagatcacaaatcaggt
tccttttcattattttgcaagtacttaacgagaaattaacatttaaatcctggaaaagtgattttttcagecttttcctcc
attttcgtcatcatcaaatcacaggctatacacttgctctcagacgctgacaccctcagatctcaagatcacaaatcagg
ttccttttcaatattttgcaagtacttaacgagaaattaacatttaaatcctggaaaagtgattttccagcttttcctcc

Figura 12. Genoma de Hermetia illucens en formato FASTA

Una vez descargado el genoma de H. Illucens, se cre6 una base de datos de

seis archivos (figura 13).

Hermetia.fna
Hi DB.1.bt2
Hi DB.2.bt2
Hi DB.3.bt2

Hi DB.4.bt2

Hi DB.rev.1.bt2
Hi DB.rev.2.bt2
Hi.fna

Figura 13. Base de datos creada con base al genoma de Hermetia illucens

Mediante la herramienta Bowtie2 se maped y aline¢ las lecturas generadas

que se corresponden a 333.829 lecturas, de las cuales el 55.20% estan
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alineadas concordantemente y el 2.72% discordantemente. De las 179.262
pares alineados el 85.93% estd emparejado. La tasa de alineacién general

es del 53.86% (Figura 14).

333829 reads; of these:
333829 (100.00%) were paired; of these:
184271 (55.20%) aligned concordantly O times
111120 (33.29%) aligned concordantly exactly 1 time
38438 (11.51%) aligned concordantly >1 times

184271 pairs aligned concordantly @ times; of these:

5009 (2.72%) aligned discordantly 1 time
179262 pairs aligned @ times concordantly or discordantly; of these:
358524 mates make up the pairs; of these:
308062 (85.93%) aligned 0 times
30093 (8.39%) aligned exactly 1 time
20369 (5.68%) aligned >1 times
53.86% overall alignment rate

Figura 14. Lecturas mapeadas y no mapeadas de Hermetia illucens

6.1.5 Transformacion a Fastq

La obtencion de archivos en formato FASTQ de las secuencias, se realiz6

mediante la herramienta bedtools

6.2 Ensamblaje y Anotacion del genoma

6.2.1 Clasificacion TaxonOmica

La clasificacién taxondmica se realizé con la herramienta Kaiju v1.7.3, el
cual es un programa que realiza clasificacién taxonémica de lecturas de
secuenciacion de alto rendimiento, a partir de datos metagendémicos o
metatranscriptomicos, cada lectura se asigna a un tax6n disponible en el
NCBI, y compara este tax6n con la base de datos de referencia, los
resultados son bastante sensibles y robustos, considerando que las
comparaciones se realizan con nucledtidos, genomas completos o partes

de las bases de datos de proteina (Menzel, Ng, & Krogh, 2016).
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Considerando que los datos se corresponden a la microbiota del tracto
intestinal de la BSF, los resultados de clasificacion taxon6mica a nivel de
filo, clase, orden, familia, género y especies se observan en las figuras 15,
16, 17, 18 y 19 respectivamente, en cuanto a los microorganismos que
tienen mayor abundancia a nivel de filo son Proteobacteria, Firmicutes,

Bacteroides y Actinobacteria como se puede observar en la figura 15.

Sonbko®o
T
i

—
oLPLoor

fraction classified

[0 unassigned at phylum level

[0 viruses

|| tail (< belong to a (non-viral) phylum with less than 0.5% each taxon)
[0 Proteobacteria

[ Firmicutes

|| Bacteroidetes

[ Actinobacteria

[ Ascomycota

a0

percent of classified reads

20

BSFmerged-1

Figura 15. Clasificacion taxondémica a nivel de Filo

Los microorganismos mas abundantes a nivel de clase son
Gammaproteobacteria, Clostridia, Betaproteobacteria, Negativicutes,
Bacteroidea, Actinobacteria y Alphaproteobacteria, segin se indica en la

figura 16.

24



OONEOIXO
‘ T
L

-
Socooor

fraction classified
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percent of classified reads
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Japoapoanonmn

unassigned at class level
viruses

tail (< belong to a (non-viral) class with less than 0.5% each taxon)
Gammaproteabacteria
Clostridia

Bacilli

Negativicutes
Bacteroidia
Actinobacteria
Epsilonproteobacteria
Alphaprotecbacteria
Betaproteobacteria
Flavobacteriia

BSFmerged-1

Figura 16. Clasificacion taxonémica a nivel de Clase

En cuanto a orden, los microorganismos que presentan mayor abundancia

son Enterobacteria,

Orbitales, Clostridiales, Lactobaciliales

Actinomycetales, acorde se indica en la figura 17.

Order

Sooooor
CONABOOO
T T 171
i

fraction classified

80 | 1

60 | s

a0 ]

percent of classified reads

20 - :

gogoecooCmoCmomn

unassigned at order level
viruses

tail (< belong to a (hon-viral) order with less than 0.5% each taxon)
Enterobacterales

Orbales

Clostridiales
Lactobacillales
Selenomonadales
Bacteroidales

Bacillales
Campylobacterales
Pseudomonadales
Actinomycetales
Flavobacteriales
Micrococcales
Veillonellales

BSFmerged-1

Figura 17. Clasificacion taxondmica a nivel de Orden
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A nivel de familia, los microorganismos que se encuentran son Orbaceae,
Morganellaceae, Enterococcaceae, Sporomusaceae, Dysgonomonadaceae,

entre otros en menor proporcién (figura 18).

Sonbowo
T
i

=
oLLoLCor

fraction classified

unassigned at family level
viruses

tail (< belong to a (non-viral) family with less than 0.5% each taxon)
Orbaceae

Morganellaceae
Enterococcaceae
Sporomusaceae
Lachnospiraceae
Clostridiaceae
Dysgonamonadaceae
Enterobacteriaceae
Bacillaceae
Paenibacillaceae

60 |- L

sof I

percent of classified reads

20 | e

Campylobacteraceae
Ruminococcaceae
Lactobacillaceae
Carnobacteriaceae
Bacteroidaceae
Actinomycetaceae
Pseudomonadaceae
Flavobacteriaceae
Veillonellaceae

BSFmerged-1

gogoEoopomoCaoomnmcoen

Figura 18. Clasificacion taxondmica a nivel de Familia

A nivel de género los microorganismos que se encuentran son Orbus,
Gilliamella, Providencia, Enterococcus, Dysgonomonas, Clostridium,
Dendosporobacter, Frishella, entre otros en menor proporcion, segin se

indica en la figura 19.
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Genus

fraction classified

5900000k
oCONBOODO

unassigned at genus level
viruses

tail (< belong to a (non-viral) genus with less than 0.5% each taxon)
Orbus

Gilliamella
Providencia
Enterococcus
Dysgonomonas
Clostridium
Dendrosporobacter
Frischella
Vagococcus
Sporomusa
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Lactobacillus
Campylobacter
Lachnoclostridium
Paenibacillus
Bacteroides
Pseudomonas
Hungatella
Pelosinus
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Figura 19. Clasificacion taxonomica a nivel de Género

Los microorganismos a nivel de especie que se observan en la figura 20 son
Orbus hercynius, Gilliamella apicola, Dendrosporobacter quercicolus,

Frichela perrara, Providencia rettgeri, entre otros en menor proporcion.

= .
2 Species
@ 10
w 08L-------
LR -3
< 0.
c 04} B
5 oz [
= 0.0
@ 100
= [ unassigned at species level
[0 viruses
w 80k 4|3 tail (< belong to a (non-viral) species with less than 0.5% each taxon)
% [ Orbus hercynius
; [ Gilliamella apicola
2 el | |E==0 Dendrosporobacter quercicolus
E [ Frischella perrara
o [ Providencia rettgeri
u; a0l |{E= Orbus sp. IPMB12
- [ Morganella morganii
é [ Lachnospiraceae bacterium
b [ Hungatella hathewayi
a 20| B
0

BSFmerged-1

Figura 20. Clasificacion taxondmica a nivel de Especie
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6.2.2

Los microorganismos reportados por Zhineng et al, (2021) se
corresponden a los datos presentados en las figuras anteriores, es asi que
la literatura reporta a los géneros Providencia, Enterococcus, Frischella,
Dysgonomonas, Gilliamella y Orbus entre los mas abundantes, y Frischella
perrara, Gilliamella apicola, Enterococcus sp. y Providencia rettger como los

mas abundantes a nivel de especie.

Ensamblaje del Genoma y Comparacion

Se ensambl6 el genoma con cuatro programas, metaSPAdes, IDBA, MEGA
HIT y HipMER, posterior a ello, se evaluaron los cuatro ensamblajes en el

programa Compare Assembled Contig Distributions (KB).

KB permite comparar los ensamblajes con base a la longitud y la
distribucidn de los contigs, considerando que mientras un contig es mas
largo es mas deseable, producto de la valoracion se observa un histograma
con las mejores longitudes de contig (figura 21) y una tabla vertical con los

cuatro ensamblajes (figura 22)
En la figura 20 se observa un diagrama de los cuatro ensamblajes,

coloreadas en color azul (mejor ensamblaje) y rojo (peor ensamblaje),

siendo el mejor ensamblaje el realizado con metaSPAdes.
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L.

(6153

Figura 21. Evaluacion de los ensambladores metaSPAdes, IDBA, MEGA HIT y
HipMER

En la figura 22 se observa en el eje Y la suma acumulada y en el eje X las
longitudes de contigs, los contigs se encuentran ordenados del mas largo a
mas corto y la escala es el porcentaje de contigs representados. De la
grafica se observa que IDBA y HIPMER se encuentran por debajo de los
30.000 mbp, y metaSPAdes e IDB superiores a los 30.000 siendo los

mejores.
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METASPADES.ASSEMBLY
IDBA ASSEMBLY

MEGAHIT.assembly

HIPMER ASSEMBLY

KEY

Cumulative Length {in Mbp)

160 4
140 4
120 4
100 - -
80
60 4

40 4

sum of contig lengths (Mbp)

20 4

0 5000 10000 15000 20000 25000 30000 35000
sorted contig order (longest to shortest)

Figura 22. Longitudes de contigs en el eje X y suma acumulada en el eje Y, con

escala de porcentaje.

En la figura 23 se observa en el eje X la suma acumulada y en el eje Y las
longitudes de contigs, a diferencia del grafico anterior, se usa la suma
acumulada en lugar de porcentaje de contigs. De la grafica se observa en el
eje X que metaSPAdes mantiene la longitud mas larga, siendo superior el

ensamblador metaSPAdes sobre el de IDB.
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METASFADES. ASSEMELY

IDBA ASSEMBLY

MEGAHIT.assembly

HIPMER ASSEMBLY

KEY

Sorted Contig Lengths (in Mbp)

sorted contig lengths (Mbp)

] 20 40 60 ] 100 120 140 160
sum of sorted contig lengths (Mbp)

Figura 23. Longitudes de contigs en el eje X y suma acumulada en el eje Y

6.2.3 Agrupacion y Optimizacion de Bins

La agrupacion de contigs se realiz6 con los softwares MaxBin2, CONCOCT

y MetaBat2, en cuanto a la optimizacion se realizé con DASTool.

MaxBin agrupa secuencias metagendmicas ensambladas en funcién de un
algoritmo de maximizacidn de expectativas (EM), utiliza informacién de
composicion de nucleétidos, abundancia de cepas de origen y genes
marcadores filogenéticos para realizar las agrupaciones. CONCOCT agrupa
secuencias metagendmicas en funcion de la composicion de nucleétidos y
lainformaci6n de profundidad de cobertura y MetaBat2, agrupa secuencias
metagenomicas utilizando la composiciéon de nucleétidos y la abundancia,

con base a la medida por profundidad de cobertura.
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Bins

Con MaxBin se obtuvo 20 bins, y 20.448 contigs agrupados, con CONCOCT
se obtuvo 76 bins, y 18.383 contigs agruapdos mientras que con MetaBat2
se obtuvo 29 bins y 15.289 contigs agrupados, en la figura 24 se observa la
comparacién de los tres métodos de agrupacién utilizados y la

optimizacién con DASTools.

High quality bins (< 5% SCG redundancy)

SCG_completeness
~60%

| B

. =80%

| B

Method

Figura 24. Comparacion de los métodos de agrupacions, de izquierda a
derecha se encuentra Max Bin2, MetaBat y Concoct, y la optimizacién

mediante DASTool

6.2.4 Evaluacion de la calidad de los bins

Para evaluar la calidad de los bins se utiliz6 CheckM, este programa evalda
la calidad de los genomas o metagenomas, con base a estimaciones de
integridad y contaminacion, empleando un conjunto de genes y copias de
linajes filogenéticos, el programa no evalia bins que no superen los

umbrales y que mantengan contaminacion.
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La calidad de los bins evaluados se muestra en la figura 25, los bins 003,
004 y 008 corresponden a Dysgonomonas sp. de los tres bins se observa
que el bin 004 es el tiene mejor calidad, lo cual se aprecia en el dominio
total de las barras de color verde, no existen secuencias perdidas (ausencia
de barras de color plomo) y la contaminacion es casi minima (barras de
color amarillo-naranja).

En cuanto al bin 003, su calidad es muy buena, sin embargo existe un poco
de perdida de informacién lo cual se observa en la presencia de barras en
color plomo, el bin 008 por el contrario mantiene una gran cantidad de

pérdida de informacion (barras de color plomo).

bin.006

bin.008

.

bin.011

|

bin.007

i e e

bin.Q10

s | [NNTDARARE AR AR R A A

bin.002

o | AR AR AR AR AT AR S v €

bin.005

e ||| LT T T
bin.012

bin.ooa ]

Single-copy Missing Heterogeneity Contamination

] s [ [, e T

1 0 2 3 4 5+ 2 3 a4 s+

Figura 25. Calidad y contaminaci6n de bins
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Genoma de usuario

Clasificacién

bin 001 fasta BINUNTIL

bin 002 fasta BINUNTIL

bin.003 fasta BINUNTIL

bin 004 fasta BINUNTIL

bin 005 fasta BINUNTIL

bin 006 fasta BINUNTIL

bin 007 fasta BINUNTIL

bin.008.fasta BINUNTIL

bin.009.fasta BINUNTIL

bin.010.fasta BINUNTIL
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Figura 26. Clasificacion Taxondémica posible mediante Check M



En la figura 26 se observa la taxonomia para todos los bins, de los cuales
los bins 003, 004 y 008 fueron identificados como Dysgonomonas sp., como
se indic6 anteriormente, el bin 004 presenta mayor integridad en su
secuencia y ausencia de contaminacién, por lo que se seleccion6 para los

andlisis posteriores.

6.2.5 Anotacion del genoma

Se utiliz6 la herramienta RAST para la anotacion del genoma del BIN 004,
de la cual el codigo genético es 11 es el predeterminado para los genomas
de bacterias y arqueasa, acorde se indica en la tabla 6, dentro de su
clasificacién taxondmica se observa Dominio Bacteria, Filo Bacteroidota,
Clase Bacteroidia, orden Bacteroidales, Familia Dysgonomonadaceae,

Género Dysgonomonas Especie desconocida (tabla 6).

Tabla 6. Resultado de la anotacion del genoma en Kbase

KBase Object Name bin.004 fasta_BINUNTILRAST Taxonomy

Scientific Name unknown taxon d__Bacteria
p__Bacteroidota

Domain B c__Bacteroidia

o0__Bacteroidales
Genetic Code n f__Dysgonomonadaceae
g__Dysgonomonas

Source KBase <

Source ID bin.004 fasta_BINUNTILRAST

Size 3,071,665

Asitambién se realizé la anotacion del genoma mediante BV-BRC de Patric,
en el cual se obtuvo la clasificacion tax6nomica, Filo Bacteroidota, Clase
Bacteroides, Orden Bacteroidales, Familia Dysgonomonadaceae y Género

Dysgonomonas, acorde a la tabla 7.

35



Tabla 7. Resultado de la anotacién del genoma y clasificacién taxondmica en

BV-BRC

Disgonomonas Bin4 #SEdit:

Longitud: 3071665bp, Contigs: 21

Informacién general
identificacion del genoma 156973 5

Nombre del genoma Disgonomonas Bind

Informacion de taxonomia

ID de taxon 156973

superreino bacterias

Filo Bacteroidota

Clase Bacteroides

Orden Bacteroidales
Familia Dysgonomonadaceae
Género Dysgonomonas

6.2.6 Clasificacion Taxonomica

A continuacién se observa el arbol filogenético generado por Species tree,
el cual permite construir un arbol de especies utilizando un conjunto de 49
genes universales centrales definidos por familias de genes COG (Clusters
of Orthologous Groups), este combina los BIN 003, 004 y 008 con los cuales
hemos venido trabajando, con un conjunto de genomas estrechamente
relacionados, seleccionados de la importacion de genomas KBase publicos
de RefSeq, la relacion que se gener6 esta determinada por la similitud de
alineacién con un subconjunto seleccionado de 49 dominios COG, los
genomas (bins) se insertan en la alineacion de secuencia multiple (MSA)
seleccionada para cada familia COG, cuyas alineaciones se han recortado
con GBLOCKS para eliminar las secciones mal alineadas del MSA y luego,
los MSA se concatenan y se reconstruye el arbol filogenético usando el
método para estimar rapidamente la filogenia de maxima verosimilitud

aproximada.
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Como producto obtuvimos los microorganismos mas cercanos al BIN 003,
004 y 008 que son Dysgonomonas sp. Dysgonomonas mossi, Dysgonomonas
gadeiy Dysgonomonas capnocytophagoides, Kita et al., (2015) reporto siete
especies de Dysgonomonas sp. entre ellas D. hofstadii, D. oryzarvi, D.
macrotermitis, D. termitidis, D. mossi, D. Gadei y D. capnocytophagoides,
siendo esta ultima en conjunto con D. macrotermitis y D. termitidis especies

aisladas del intestino posterior de una termita.

Asi también, Kamis et al (2020) reporté a Dysgonomonas sp. como parte
del microbioma intestinal de la mosca soldado negra, del total de la
microbiota intestinal basado en 188.863 secuencias, el 11% se
correspondian a Dysgonomonas sp. estando entre los géneros mas

abundantes y procedentes de muestras de América.
Con base a los resultados taxon6micos obtenidos en Kbase y BV-BRC , los

datos de Kaiju y RASTtk podemos inferir que la bacteria del bin 004

pertenece al género Dysgonomonas. (figura 27).
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ESPECIESTREE BIN3 4 8: Species Tree generated by Species Tree Builder

Coprobacter secundus [GCF 000803105.1]
_1‘|:|:Barnesiela intestinihominis YIT 11860 [GCF 000296465.1]
1 Barnesiella viscericola DSM 18177 [GCF 000512915.1]

Parabacteroides distasonis ATCC 8503 [GCF 000012845.1]
T EParabacteruides johnsonii CL02T12C29 [GCF 000307375.1]
0.86 Parabacteroides goldsteinii DSM 19448 = WAL 12034 [GCF 000969835.1]
Bacteroides vulgatus ATCC 8482 [GCF 000012825.1]
Bacteroides graminisolvens DSM 19988 = JCM 15093 [GCF 000428125.1]
n Bacteroides oleiciplenus YIT 12058 [GCF 000315485.1]

1 0857 Bacteroides neonati [GCF 000499785.1]
o‘éslf.l {—_Bacteroides fragilis YCH46 [GCF 000009925.1]

0.497
Proteiniphilum acetatigenes DSM 18083 [GCF 000380985.1]
Fermentimonas caenicola [GCF 000953535.1]
bin.003.fasta BINUNTIL.RAST [User Genome 145774/44/2]
— Dysgonomonas sp. BGC7 [GCF 001261735.1]

T ‘I_—.I:Dysgonomonas mossii DSM 22836 [GCF 000213575.1]
0.656

Dysgonomonas gadei ATCC BAA-286 [GCF 000213555.1]
T 1 Prevotella sp. 10[H] [GCF 000711235.1]
bin.004.fasta BINUNTIL.RAST [User Genome 145774/49/2]
0 bin.008.fasta BINUNTIL.RAST [User Genome 145774/43/2]
o_e'-,-'s"_E Dysgonomonas capnocytophagoides DSM 22835 [GCF 000426485.1]

1 Dysgonomonas sp. HGC4 [GCF 001261715.1]

Figura 27. Arbol filogenético para los bin 003, 004 y 008 con Species Tree en
Kbase

Asi también se elabord el arbol filogenético del bin 004 en BV-BRC el cual

se presenta en la figura 28 y se encuentra relacionado con Dysgonomonas

capnocytophagoides
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Dysgonomonas Bind 156973.5 156973.5

100

— sgonomonas capnocytophagoides DIVl 22 2 138D,
o procytophagoides DSM 22835 1121485.3

100

100

Bacteroides propionicifaciens DSM 19291 1121099.3

Psychroflexus gondwanensis ACAM 44 1189619.4

100

100

Buchnera aphidicola str. G002 (Myzus persicae) 1009858.3

Moraxella boevrei DSM 14165 1122243.3

100

100

100

Mycoplasma sp. G5847 1179777.3

Bacillus gelatini DSM 15865 1121091.3

Pontibacillus halophilus DSM 19796 1122964.4

Streptococcus infantarius subsp. infantarius CJ18 1069533.5

02

Arcanobacterium sp. S3PF19 1219585.3

Figura 28. Arbol filogenético para el bin 004 con BV-BRC en Patric

6.3 Busqueda de Genes y Rutas Metabdlicas de Interés

6.3.1 Perfil Funcional del microorganismo

Los resultados de las rutas metabdlicas se realizaron con la herramienta
DRAM, la cual predice secuencias de codificacién y proporciona resimenes

metabolicos del genoma, este programa anota un conjunto de genomas y el

producto es usado para comparar perfiles metabdlicos.

Producto del analisis, obtuvimos, la tabla estadistica del genoma trabajado,
el resumen metabolico que indica los recuentos de genes funcionales en
una amplia variedad de metabolismos y un mapa de calor interactivo
(figura 29) muestra la cobertura de los moédulos, la cobertura de los

componentes de la cadena de transporte de electrones y la presencia de

funciones metabdlicas.
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Con base a las figuras 29 y 30, se aprecia dentro de las rutas metabolicas
observadas, la ruta de fermentacion de la glucosa llamada Entner-
Doudoroff, la cual es una alternativa secundaria a la glucdlisis, pues
cataboliza la glucosa a piruvato mediante enzimas distintas a la de la

glucolisis y a la de pentosa fosfato.

Asi también se ha reportado a este microorganismo como parte de la
microbiota intestinal de las termitas, en donde participa en las rutas de
degradacidn de lignocelulosa recalcitrante (Yang et al., 2014 & Bruno et al,,

2019) y en la de polisacaridos complejos,

Jiang et al. (2019), relaciona a Dysgonomonas sp. con rutas metabdlicas de
sulfatos, carbohidratos y nitrégeno, acorde a la figura 30. se observa que
producto del perfil funcional de nuestro microorganismo, se encuentran
las rutas metabolicas asociadas a la degradacion de sulfatos y de nitrégeno.
Por otro lado, permite la oxidacion del piruvato para carbohidratos es la
del Ciclo del citrato o de Krebs (KEGG, 2023), el cual se encuentra

reportado dentro de nuestra informacion.

Asi también, Dysgonomonas sp. se encuentra relacionada con la
degradaciéon de a-galactosas, producto del gen a-galactosidasa, lo cual
explica la degradacién de carbohidratos vegetales no digeribles (Shelomi
et al. 2020). Por lo otro esta bacteria contribuye a la degradaciéon de
medicamentos como el ciprofloxacino en conjunto con Actinomyces (Lee et

al, 2022).

En cuanto a la cadena de transporte de energia, de observa la de citocromo
bd ubiquinol oxidasa que participa en la cadena respiratoria de
procariotas, en la cual acopla la reduccion del oxigeno molecular al agua

mediante fuerzas de protones, empleando ATP (Borisov et al., 2021)
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6.3.2 Busqueda de genes relacionados con hidrolisis de PET

Danso et al (2018) reporta genes asociados a la degradacién de PET,
Cut190 (WO0TJ]64), cutl (E9LVIO), cut-2 (ESBBQ3), Tcur_1278 (D1A9G5),
cutl (E9LVH7), cut (H6WX58), cut2 (E9LVH9), y ISF6_4831
(AOAOKBP6T7), los cuales se encuentran detallados en la tabla 8.

Tabla 8. Genes que intervienen en la hidrolisis de PET.

Sequence PDB entry

no. no.s Gene name? Organism Reference
1 WaTJe4 Cut190 Saccharomonospora viridis 6

2 E9LVIO cutl Thermobifida fusca (Thermomonospora fusca) 7

3 ESBBQ3 cut-2 Thermobifida fusca (Thermomonospora fusca) 8

4 D1A9GS Teur_1278 Thermomonospora curvata 9

5 E9LVH7 cutl Thermobifida alba 10

6 HEWX58 MA Thermaobifida halotolerans 11

7 E9LVHS cut2 Thermobifida cellufoysilityca 12

8 AOAOKEPET? ISF&_4831 Ideonella sakaiensis 13

9 GOBYS7 MA Uncultured bacterium 14

Para poder trabajar con estos genes, se utilizd el programa KB (Build
FeatureSet from Genome) en donde se construy6 un solo grupo de

funciones para su asociacién con nuestra secuencia.

El grupo de genes reportados en la tabla 8 se sometié a un alineamiento
multiple (MSA) mediante la herramienta MUSCLE, este se almacena como
un objeto de datos que contiene las secuencias de la alineacién y se utiliza

para analisis de busqueda de genes de interés.
Gblocks recorta las regiones que no se consideran confiables, manteniendo

los bloques conservados para la busqueda de funciones del genoma

ensamblado.
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HMMER es una aplicacién que realiza una bisqueda de modelo oculto de
Markov (HMM) en secuencias de proteina utilizando modelos HMMER que
fueron creados a partir de una alineacién de secuencia multiple (MSA), esta
alineacién de proteinas la convierte en un modelo oculto de Markov el cual

se usa para buscar una base de datos de proteinas.

Danso et al (2018) indica que entre las enzimas que degradan PET se
encuentran ao- y [-hidrolasas, cutinasas, serina hidrolasas, lipasas,
carboxilesterasas, entre otras. Identific6 249 hidrolasas PET putativas, y
504 nuevas enzimas que podrian estar relacionadas a las hidrolasas, las
cuales se encuentran en Actinobacterias, Proteobacterias y Bacteroidetes,
siendo el filo Bacteroidetes quienes se encuentran vinculadas

principalmente con genes de hidrolasas de PET.

Es importante indicar que la informacion que proporciona esta
herramienta es una tabla de secuencias de aciertos, en la cual se presentan
Unicamente los datos que estan por encima del umbral y en cuanto a los

valores que se encuentran fuera de este rango, no se consideran.

En la tabla 9 se observa el ID de los genes y las funciones asociadas al BIN
004, se reportan dos coberturas de alineamiento, el GEN CDS 524 para
hypothetical protein en un 43.8% y el GEN CDS 2290 para putative
esterasa/lipasa con un 34%, encontrandose dos coincidencias que
muestran la posible presencia de PETasas, considerando que Danso et al
(2018) reporto a las enzimas lipasas e hidrolasas PET putativas entre las
enzimas degradadoras de PET, asi también vincul6 estas enzimas al filo
Bacteroidota como el mdas representativo en cuanto a contenido de

PETasas, y dentro de cuya clasificacion taxondémica esta Dysgonomas sp.
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El GEN CDS 524, se encuentra asociado a actividades enzimadticas de
proteinas de la familia 1 de gycosil hidrolasa y deshidrogenasa (NCB],
2023) y el GEN CDS 2290 a lisina desmetilasa 12 (NCBI, 2023).

Tabla 9. Taxonomia de ubicacién mas cercana obtenida

ALIGNMENT COVERAGE (HIT SEQ)) GENEID FUNCTION GENOME ALN LEN E-VALUE BIT SCORE H BEG-H_END
CDS5.524 | FIGO0653406: hypothetical protein | bin 004 fasta BINUNTIL RAST | 112 (43.8%)| 35.4e-08 200 147238

CDS.2290 | putative esterase/lipase bin 004 fasta BINUNTIL RAST || 87 (34.0%) | 235e03 212 22-108

7. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

7.1 Conclusiones

Mediante datos metagendémicos del tracto digestivo de la Mosca Soldado Negra
Hermetia illucens, es posible ensamblar y anotar el genoma de Dysgonomonas sp.,

y realizar la busqueda de rutas metabolicas y genes de interés.

Es posible realizar el control de calidad de las secuencias empleando fastQC,
acompanado de Trimmomatic para mejorar la calidad de las secuencias y con ello

eliminar secuencias duplicadas con Dedupe usando Bash de Linux

El mejor ensamblaje del genoma para Dysgonomonas sp. a partir de datos
metagenomicos se realizé con metaSPAdes, en comparacion con MEGA HIT, IDBA

y HipMER.

Se identificé tres bins para Dysgonomonas sp. bin 003, 004 y 008 sin embargo, se

observd mayor integridad y ausencia de contaminacién para el bin 004.

Mediante RAST y BV-BRC se obtuvo la clasificacién taxonémica para el bin 004,
que se corresponde a Dominio Bacteria, Filo Bacteroidota, Clase Bacteroidia,
orden Bacteroidales, Familia Dysgonomonadaceae, Género Dysgonomonas sin

poder llegar a determinar especie.
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Empleando Species Tree y BV-BRC se realiz6 la construccién de arboles
filogenéticos, donde se observé que Dysgonomonas capnocytophagoides se
encuentra estrechamente relacionado con el bin 004, y Dysgonomonas sp.

Dysgonomonas mossi, Dysgonomonas gadei, con el bin 003 y 008.

Dysgonomonas sp. presenta rutas metabodlicas para la fermentacion de la glucosa
llamada Entner-Doudoroff, rutas metabodlicas de sulfatos, carbohidratos y
nitrogeno, y el ciclo de Krebs, adicionalmente se encuentra relacionada con la
degradacidon de a-galactosas lo cual permite la degradacion de carbohidratos
vegetales. En cuanto a la cadena de transporte de energia, de observa la de
citocromo bd ubiquinol oxidasa que participa en la cadena respiratoria de

procariotas.

Utilizando una buisqueda de modelo oculto de Markov (HMM) en secuencias de
proteina con modelos HMMER, se encontraron dos coincidencias con los genes
asociados a la degradacion de PET, el GEN CDS 524 para hypothetical protein en
un 43.8% y el GEN CDS 2290 para putative esterasa/lipasa con un 34%,
considerando como base a los genes asociados a degradacion de PET, Cut190
(WO0TJ64), cutl (E9LVIO), cut-2 (ESBBQ3), Tcur_1278 (D1A9G5), cutl (E9LVH7),
cut (H6WX58), cut2 (E9LVH9), y ISF6_4831 (AOAOK8P6T7).

7.2 Recomendaciones

Se recomienda realizar la busqueda de genes de hidrolisis de PET utilizando otros

genes diferentes a los empleados en este trabajo.
Se recomienda realizar cultivos de Dysgonomonas sp. y realizar pruebas de

actividad funcional considerando que se ha observado que esta bacteria aporta

beneficios en la bioconversion de residuos, lignina, lignocelulosa y carbohidratos
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de cadena larga, y se ha encontrado dos genes asociados a la actividad enzimatica

deseada.

Se recomienda realizar andlisis de Dysgonomonas sp. en asociacién con
Actinomyces sp., considerando que se ha reporta la degradaciéon de medicamentos

por parte de estos dos microorganismos cuando actian en conjunto.
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