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1 ABREVIATURAS

ADN: Acido desoxirribonucleico.

EDTA: Acido etilendiaminotetraacético.

HMM: Modelos ocultos de Markov (Hidden Markov Models)
HPLC: Cromatografia liquida de alta eficacia.

MAG: Genoma ensamblado desde un metagenoma.

p/v: peso en volumen.

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa.

PYyMES: Pequefias y medianas empresas.

SDS: Dodecil sulfato sédico.

SDS-PAGE: Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sodico.
TCA: acido tricloroacético

Tris: tris(hidroximetil)Jaminometano.

UV: Radiacién ultravioleta.

v/v: volumen en volumen.



2 RESUMEN

El lactosuero es el principal subproducto de la industria lactea. Los enormes volumenes producidos por
afo y su alta demanda quimica y bioldgica de oxigeno del mismo, debido a su alta carga organica, lo
convierten en un potencial problema ambiental. Debido a su composicion, principalmente lactosa y
proteinas, el suero puede considerarse como materia prima para la elaboracion de productos de mayor
valor, mediante el uso de enzimas. Las enzimas llamadas [-galactosidasas son capaces de
transformar la lactosa en galactooligosacéaridos, que poseen actividad prebiotica. Por su parte, las
proteasas son enzimas capaces de hidrolizar las proteinas del suero y liberar péptidos, que presentan

una gran variedad de actividades, como antimicrobiana y antihipertensiva, entre otras.

Las lagunas de estabilizacion facultativas son la principal tecnologia usada por pequefias industrias
lacteas para el tratamiento de sus efluentes, entre los cuales se pueden encontrar restos de suero. En
estas lagunas, la comunidad microbiana es la encargada de estabilizar la carga organica de los
efluentes, combinando procesos aerdbicos y anaerédbicos. Dado que la principal fuente de materia
organica volcada en las lagunas de estabilizacion de industrias lacteas son diluciones de leche, entre
las que se puede encontrar lactosuero, es esperable que miembros de su comunidad microbiana

presenten (3-galactosidasas y proteasas.

En el presente trabajo se plantea el estudio de las comunidades microbianas de dos sistemas de
lagunas facultativas de dos pequefias industrias lacteas del centro de la provincia de Santa Fe.
Utilizando metagendmica basada en secuenciacion y un enfoque centrado en genomas, se
reconstruyeron 110 genomas microbianos completos, los cuales fueron caracterizados taxonémica y
funcionalmente. Entre ellos se identificaron 7 grupos taxondmicos que serian claves para los sistemas
facultativos, ya que fueron encontrados en ambos sistemas y presentan rutas metabdlicas de interés

qgue no fueron identificadas en otros organismos.

En la base de datos especifica CAZy existen 5 familias descritas con actividad B-galactosidasa (EC:
3.2.1.23). Comparando los genes predichos en el metagenoma contra esta base de datos, se
identificaron 379 B-galactosidasas candidatas, en 3 de las familias de interés (GH1, GH2, y GH42).
Estos genes fueron clasificados tanto taxondmicamente como en familia y se seleccionaron 18
candidatos para su clonado y expresion. De ellos, 5 pudieron ser expresados y mostraron actividad
con orto-nitrofenil-B-galactésido y lactosa. Entre estas 5 enzimas, gal5 mostré una actividad superior

a la del resto de las enzimas expresadas y a la de otras enzimas similares de origen metagenoémico.

Por su parte, la base de datos MEROPS describe 4 familias de proteasas que han sido reportadas que
poseen actividad sobre las proteinas del suero. Dentro de los metagenomas se identificaron 851
proteasas candidatas, en 3 de las familias de interés (CO01, SO1 y S08). Estos genes fueron

clasificados tanto taxonémicamente como en familia y se seleccionaron 10 candidatos para su clonado



y expresion. De ellos, 1 pudo ser expresado y la proteina resultante mostré actividad proteasa sobre

azocaseina y proteinas de leche.

El estudio de los miembros de una comunidad microbiana permite conocer con mayor profundidad el
funcionamiento de los procesos metabdlicos dentro de un ambiente y la identificaciéon de
microorganismos de importancia para ellos. Por otra parte, las enzimas de origen metagendmico
poseen el potencial de modificar subproductos de distintas industrias, como la lactea, y obtener
productos de valor agregado. Este trabajo describe la combinacién de estas estrategias para contribuir
al mejor entendimiento del funcionamiento de las lagunas de estabilizacién, asi como a la identificacion
y produccion de enzimas para el aprovechamiento de subproductos y su transformacién para agregar

valor.



3 ABSTRACT

Whey is the main by-product from dairy industries. The large volumes produced every year and its high
chemical and biological oxygen demands, make it an important environmental problem. Due to its
composition, mainly lactose and proteins, whey can be considered as a raw material for added-value
products, using enzymes. [B-galactosidases are enzymes capable of transforming lactose into
galactooligosaccharides, compounds with prebiotic activity. On the other hand, proteases are enzymes
able to hydrolyse whey proteins to obtain peptides, which have been reported to have a wide array of

activities, such as antihypertensive and antimicrobial, among others.

Facultative stabilization ponds are the main technology used by small dairy industries to treat their
effluents, which include small fractions of whey. In these ponds, the microbial community stabilize the
organic matter present in effluents, combining both aerobic and anaerobic processes. Since the main
source of organic matter discharged into these ponds are different dilutions of milk, that may contain
traces of whey, the members of the microbial community would harbour both -galactosidases and

proteases.

In this work, two stabilization ponds systems, from two small dairy industries from Santa Fe province,
were studied. Using a sequence-based and genome-centered metagenomics approach, 110 novel
genomes were reconstructed. These were taxonomically and functionally characterized. We identified 7
key taxonomic groups that would be key for facultative ponds, since they were found in both systems
and they presented important metabolic pathways that were not found in other members of the

community.

There are 5 families with B-galactosidase activity reported in the CAZy database (EC: 3.2.1.23).
Comparing the predicted genes in the metagenomes with the database, 379 gene candidates were
found, in 3 of these 5 families (GH1, GH2, and GH42). These genes were classified both taxonomically
and family-wise and 18 of them were selected for cloning and expression. A total of 5 enzymes were
successfully expressed and showed activity with ortho-nitrophenyl--galactoside and lactose. One of
these enzymes, Pgal5, showed higher activity levels than the other 4, and higher than other enzymes

obtained from metagenomes.

As for proteases, there are 4 families described in the MEROPS database than have been reported to
be active with whey protein. When compared to MEROPS, a total of 851 putative proteases, in 3
families (C01, S01, and S08) were identified in the metagenomes. As with the B-galactosidases, these
genes were taxonomically and family-wise classified, and 10 genes were selected for cloning and
expression. One was successfully expressed and the recombinant enzyme was active towards

azocasein and milk proteins.



The study of the members of a microbial community brings a better understanding of the metabolic
processes occurring in an environment, and the identification of key microorganisms for these
processes. On the other hand, novel enzymes from metagenomes could transform by-products from
industries, such as dairy industries, to produce added-value products. This work describes the
combination of strategies to contribute to a better understanding of facultative stabilization ponds, as
for the identification and production of enzymes for the transformation of by-products into added-value
products.
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4 INTRODUCCION

ILACTOSUERO

El lactosuero es el principal subproducto de la industria lactea. En la produccion de queso, la primera
etapa consiste en afiadir a la leche un cuajo, que es una mezcla de enzimas, entre las que se destaca
la quimosina (Ryan y Walsh, 2016). El suero de queso o lactosuero es el liquido remanente después
de cuajar y remover la caseina de la leche (figura 4.1). El mismo representa entre el 85% y el 95% del
volumen total de la leche utilizada y retiene alrededor del 55% de los nutrientes de la leche (Gonzalez
Siso, 1996).

Figura Figura 4.1: Obtencion de lactosuero durante la produccion de queso. Credito de la imagen:
https://www.acs.org

La tabla 4.1 muestra la composicion por litro de lactosuero (Juliano y col., 2017). El agua es el principal
componente (~93% del volumen), mientras que entre los sélidos organicos, lo que mas se destacan
son la lactosa (4,5-5% peso/volumen) y distintas proteinas, que representan entre el 0,6% y 0,8% de

peso en volumen.
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Tabla 4.1. Principales componentes del lactosuero

Componente Cantidad (g/L)
Agua 935

Lactosa a7

Proteinas 3,7

Lipidos 1,85

Minerales 4,2

Vitaminas 0,0075
Nitrogeno no proteico 0,132
Elementos traza 0,0028

Segun la Organizacién para la Cooperacion y el Desarrollo Econémicos (OECD, por sus siglas en
inglés), la produccién anual de leche entre 2017 y 2019 rondé los 839 Mt, mientras que la produccién
de queso rondé los 23,5 Mt (OECD y col., 2020). De acuerdo a BoZanic y col. (2014), se puede estimar
qgue para producir un 1 Kg de queso duro o semiduro son necesarios 10 L de leche, y como resultado
se obtienen 9 L de lactosuero. De aqui es que se estima que la cantidad de lactosuero producido en el
mundo supera ampliamente los 100 Mt anuales (Baldasso y col., 2011). Segun datos de la OECD-
FAO, en 2019, en el pais se produjeron 429 kt de queso, siendo el segundo en la region detras de
Brasil (790 kt).

Como indican Ryan y Walsh (2016), el mayor problema asociado al lactosuero es su potencial impacto
ambiental. Los efluentes de queserias suelen tener una alta proporcién de suero (Carvalho y col.,
2013), esto produce que la demanda biol6gica de oxigeno (DBO) puede variar entre los 40 y 60 g/L,
mientras que la demanda quimica de oxigeno (DQO) se encuentra entre los 50 y 80 g/L
(Chatzipaschali y Stamatis, 2012). Estos valores son entre 100 y 175 veces mayores que los de aguas
residuales domésticas (Mockaitis y col., 2006; Smithers, 2008). Los enormes volumenes producidos
anualmente en todo el mundo y este gran potencial impacto ambiental hacen que el desarrollo y

aplicacion de tecnologias para su tratamiento sean de enorme interés.

En el pasado, muchas queserias arrojaban sus desechos y efluentes, entre los que se encontraba el
lactosuero, directamente a la tierra 0 a cuerpos de agua (rios, lagos, etc; Prazeres y col., 2012). Otras
soluciones contemplaban disponerlos en sistemas de residuos municipales, o utilizarlos en la
alimentacién de animales (Schingoethe, 1976), aunque esta Ultima practica ha caido en desuso
(Malaspina y col., 1996). Ninguna de estas alternativas ha logrado realmente resolver los problemas

ambientales, y el manejo de efluentes de las pequefias queserias es un desafio cada vez mas
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importante, debido a las cada vez mas rigurosas restricciones legales (Mawson, 1994; Farizoglu y col.,
2007).

|COMPONENTES DEL LACTOSUERO

Dada su alta carga organica, el lactosuero es una excelente fuente de proteinas y carbohidratos
para ser explotada por industrias como la alimenticia, biotecnoldgica, o médica, entre otras. En los
tltimos afios muchos trabajos se han enfocado en el aprovechamiento de este subproducto (Smithers,
2008).

Los procesos mas simples se enfocan en la utilizacion del suero para producir quesos o bebidas. En
paises como Suecia o los Paises Bajos existen bebidas que enriquecen jugos de frutas con suero
(Kosikowski 1968; Holsinger y col. 1974; Jelen, 2009), aunque estas bebidas no poseen mucho éxito
fuera de sus regiones. Otra opcion es la producciéon de bebidas alcohdlicas, como cervezas, vinos y
champagnes fermentando el lactosuero con levaduras, como Kluyveromyces fragilis or
Saccharomyces lactis, con aditivos como sacarosa 0 malta (Sienkiewicz y Riedel 1990; JeliCi¢ y col.
2008; Holsinger y col. 1974). El suero también puede usarse para hacer quesos, como la ricota o el
mysost, calentandolo a altas temperaturas y usando aditivos, como acido citrico, para cuajar las
proteinas que después se usaran para producir el queso (Jelen and Buchheim, 1976; Pintado y col.,
2001). Sin embargo, todos estos productos tienen poco atractivo comercial y no representan una

forma de tratar grandes cantidades de suero producido (Ryan y Walsh, 2016).

Otra alternativa es someter al suero a tratamientos fisico quimicos, que producen productos de mayor
valor pero requieren equipamiento especial (figura 4.2). Mediante secado spray puede obtenerse
suero en polvo (Kosikowski 1979; Yang y Silva 1995), que puede ser preservado por mas tiempo y
usado en alimentacion tanto animal como humana (Gonzalez Siso, 1996). Si en lugar de secado, se
utilizan membranas para ultrafiltrar el lactosuero pueden obtenerse un concentrado de proteinas de
suero (WPC, por sus siglas en inglés). En este proceso también produce como resultado permeado de
suero (Mollea y col. 2013). El permeado representa alrededor del 90% del volumen del suero y la
lactosa representa alrededor del 85% de su parte soélida (Khorshid, 1974; Fenton-May et al., 1971).
Mediante 6smosis inversa puede tratarse este subproducto para purificar y concentrar la lactosa
(Prazeres y col., 2012). Si bien el WPC y, en menor medida, la lactosa son productos con valor
agregado, es posible seguir tratando estos componentes del suero para producir otros productos de

mayor valor.
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[ Lactosuero ]

Secado Ultrafiltracion

Suero A Concentrado
condensado de suero de proteinas
en polvo de suero
Fermentacion Cristalizacion/
purificacién
Etanol, glicerol \4
compuestos Lactosa gleliels
reht enzimatica
organicos
Tratamiento
enzimatico
v \
Hidroliz
Galacto- d b t ?do
oligosacaridos LA
de suero

Figura 4.2: Procesos para obtener subproductos del lactosuero (adaptado de Bozanic¢ y col., 2014)

ILACTOSA

La lactosa es un disacarido formado por los monosacaridos glucosa y galactosa, unidos por un enlace
glicosidico B 1-4 (Paques y Lindner, 2019). La galactosa es un azucar con la misma formula quimica
que la glucosa, C6H1206, y sus estructuras difieren solo en la posicién de un grupo hidroxilo. Sin
embargo, esta diferencia le confiere a la galactosa propiedades quimicas y bioquimicas diferentes a

las de la glucosa.

La lactosa también es conocida como el “azlcar de leche”, ya que solo se encuentra significativamente
presente en la leche, y su Unica fuente natural conocida hasta el momento son las glandulas mamarias
(Urashima y col., 1988). Su concentracion puede variar entre el 0% y el 10%, peso en volumen (Fox,
2013). La concentracién de lactosa en leche bovina ronda el 4,8%, aunque varia ligeramente entre las

distintas etapas de lactancia.

Este compuesto es hidrolizado en el intestino delgado de los mamiferos por una enzima cominmente
denominada lactasa, que rompe el enlace glicosidico que une a los 2 monosacaridos que forman la
lactosa (figura 4.3). Las enzimas capaces de romper este enlace (B 1-4 ) son denominadas [-
galactosidasas. Un aspecto Unico en humanos respecto a esta enzima es la division evolutiva en dos
fenotipos en la adultez. Alrededor de un tercio de la poblacién mantiene la capacidad de digerir lactosa

mediante la lactasa intestinal, mientras que el resto de la poblacion la pierde (Catanzaro y col., 2021).
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Esta division ocurre por mutaciones en la region del promotor del gen que codifica para la lactasa
(LCT), que puede regular negativamente su expresion. De aqui que se obtienen 2 genotipos, uno
dominante, capaz de expresar la lactasa en cantidades suficientes para hidrolizar grandes ingestas de
lactosa, y otro recesivo y wild-type, que resulta en niveles de expresion bajos de la enzima y, por lo
tanto, baja (0 nula) tolerancia a la ingesta de lactosa (Anguita-Ruiz y col., 2020). Dado que la
intolerancia a la lactosa afecta a un gran nimero de personas, muchos trabajos se han enfocado en
reducir o eliminar su contenido de productos comerciales, principalmente mediante el uso de B-

galactosidasas (Flickinger, 2010).

- Obtencién de energia

Agua
OH OH

s — L

-galactosidasa
Lactosa Glucosa Galactosa

 Formacién de membranas
(glucoproteinas)

- Regulacidén de procesos
neurolégicos e inmunolégicos

Figura 4.3: Degradacién de la lactosa y uso de los monémeros.

|GALACTOOLIGOSACARIDOS

Algunos miembros de las familias de 3-galactosidasas también pueden usar la lactosa como precursor
de otros compuestos mas complejos, llamados galactooligosacaridos (GOS, Boyer y col., 1963),

mediante una reaccion de transgalactosilacién.

Los GOS estan formados por una glucosa terminal y un niumero variable de galactosas, normalmente,
entre 2 y 7 (Figura 4.4), unidos por enlaces [B-glicosidicos (Torres y col.,, 2010; Génzle, 2012),
usualmente (-(1-4) y B-(1-6), y en menor medida, (-(1-3) (Coulier y col., 2009). Si bien es posible
obtener GOS mediante sintesis quimica, por la acciéon de acidos minerales (Huh y col., 1991), no es
posible controlar la especificidad de los GOS obtenidos. Por ello, la forma mas utilizada es la sintesis

enziméatica (de Roode y col., 2003).
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Figura 4.4: Sintesis de galactooligosacaridos

Al igual que otros oligosacaridos, los GOS tienen un sabor agradable, y pueden mejorar la textura y la
sensacion que producen los alimentos en boca. La a-amilasa presente en la saliva, las enzimas
digestivas y la microbiota oral no pueden degradarlos, por lo tanto llegan sin sufrir modificaciones al
colon (Van Loo y col.,, 1999; Tzortzis y Vulevic, 2009). Estos compuestos pueden actuar como
prebidticos, favoreciendo la proliferacion de microorganismos presentes en el intestino humano que
confieran beneficios al bienestar y la salud de una persona, como los miembros de los grupos
Bifidobacterium y Lactobacillus (Gibson y Roberfroid, 1995; Gibson y col., 2004; Macfarlane y col.,
2006).

El mercado global de GOS ascendié a los 483,93 millones de ddlares en el 2019, y se espera que
crezca al 10,15% anual entre 2021 y 2028 (Research Nester, 2021). El principal uso de los GOS es en
férmula infantil y alimentos para nifios (Playne y Crittenden, 2009). La férmula infantil usualmente es
enriquecida con entre 6,0 y 7,2 g/L de GOS, junto con 0,6-0,8 g/L de otro oligosacarido denominado
fructo-oligosacaridos (FOS; Rastall, 2006; Playne y Crittenden, 2009). Estos derivados de lactosa
intentan emular a los oligosacaridos que naturalmente so6lo se encuentran en leche humana (Playne y
Crittenden, 2009)

IPROTEINAS DE SUERO

El suero es considerado una fuente de proteinas de gran calidad, ya que contiene altos niveles de
todos los aminoéacidos esenciales (Ismail y Gu, 2010). Las proteinas presentes en el suero se detallan
en la Tabla 4.2. Entre ellas se destacan la B-lactoglobulina (B-Lg), la a-lactoalbumina (a-La), la
seroalbumina bovina (SAB) y las inmunoglobulinas (Ig, Walstra y col., 2005). También puede
encontrarse una buena proporcion de péptidos resultantes del clivaje de la k-caseina, durante la

formacion del cuajo de queso.
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Tabla 4.2: Proteinas de suero. Adaptada de Ryan y Walsh, 2016.

Proteina % del suero

B-lactoglobulina 50-55
o-lactoalbumina 20-25
Inmunoglobulinas 10
Seroalbumina bovina 5-10
Proteose peptone 3 12
Lactoferrina ~1-2
Lactoperoxidasa ~0.5

Desde un punto de vista nutricional, las proteinas del suero son superiores a otras proteinas animales,
como la caseina, o las proteinas del huevo (Bozani¢ y col., 2014), ya que son ricas en aminoacidos
esenciales ramificados, como la leucina, isoleucina y valina (Devries y Phillips, 2015). Estos
amino&cidos cumplen un rol crucial en distintos metabolismos, el control de glucosa en sangre y el
funcionamiento neuronal. También se ha demostrado que las proteinas de suero son mejores para la
supresion del crecimiento de tumores (Parodi, 2007), debido a componentes como la a-La, B-Lg y la
SAB.

PEPTIDOS

Las proteinas del suero son de gran importancia dietaria, ya que representan una fuente de
aminoéacidos esenciales, pero también pueden llevar a cabo otras funciones bioldgicas en la forma de
péptidos activos. (Deeth y Bansal, 2018). Los péptidos son fragmentos especificos de una proteina,
con un tamafio que varia entre los 2 y 20 aminoacidos, y que tienen un impacto positivo en el

funcionamiento y condiciones del cuerpo (Kitts y Weiler, 2003).

La forma mas usada para producir péptidos es la hidrélisis enzimatica, mediante proteasas. La
mayoria de los péptidos conocidos se han obtenido usando enzimas digestivas, como la pepsina y la
tripsina, aunque también se han utilizado, solas o en forma combinada, otras enzimas digestivas,
como la alcalasa, quimotripsina y la papina, y enzimas de origen bacteriano y fungico (Korhonen y
Pihlanto, 2003)

Los beneficios para la salud que brindan los péptidos los han convertido en un producto de interés
comercial. Los hidrolizados de proteinas de suero (WPH, por sus siglas en inglés) son considerados
ingredientes en la formulacién de sustitutos para la leche materna, dado sus alto valor nutricional, baja
amargura y baja antigenicidad (Brandelli y col., 2015). También se han lanzado al mercado productos
con péptidos con actividad antihipertensiva y anticariogénica (Korhonen, 2009). Asimismo, nuevas

investigaciones se estan llevando a cabo para buscar péptidos que ayuden a combatir desérdenes
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psicolégicos, cognitivos y de comportamiento (Nongonierma y FitzGerald, 2015). Se han reportado
numerosos efectos benéficos para el organismo, como ser antimicrobianos, antioxidantes, o

antihipertensivos, entre otros (Brandelli y col., 2015).

ENZIMAS INDUSTRIALES

Como se comento previamente, la obtencion de GOS y péptidos es posible gracias a la accion de dos
tipos de enzimas, llamadas [B-galactosidasas y proteasas. El uso de enzimas para la transformacion de
productos no es algo novedoso: desde hace mucho tiempo, enzimas encontradas en la naturaleza han
sido usadas para la produccion de alimentos y la fabricacion de productos, como el cuero (Kirk y col.,
2002). El desarrollo de técnicas de fermentacion permitieron la produccién de enzimas en procesos
industriales y los avances en las tecnologias de genes recombinantes han mejorado aun mas estos
procesos y permitieron la comercializacién de enzimas que no pueden producirse a escala industrial
naturalmente. Actualmente, el mercado de enzimas posee un tamafio estimado de 9.900 millones de

dolares anuales (Grand View Research, 2020).

Entre las enzimas usadas a nivel industrial, el 50% son de origen fungico, mientras que 35% provienen
de bacterias y 15% de plantas (Saranraj y Naidu, 2014). Alrededor de 150 procesos industriales
diferentes utilizan alguna enzima, o0 microorganismos vivos, siendo la industria alimenticia la
predominante (Adrio y Demain, 2014; Liu y Kokare, 2017). Las enzimas representan herramientas de
interés para bio-convertir subproductos de distintos procesos industriales en otros productos de mayor
valor (Brandelli y col., 2015).

La mayor parte de las enzimas reportadas son utilizadas sélo en un ndmero limitado de procesos
industriales (Herbert, 1992; Elleuche y col., 2014). Esta limitacién esta dada por diversos factores. Por
un lado, leves variaciones en condiciones fisicoquimicas (pH, temperatura, presencia de solventes)
pueden afectar significativamente la estabilidad de las enzimas (Berini y col., 2017; Sysoev y col.,
2021). Utilizando métodos tradicionales basados en cultivos, el nimero y la diversidad de organismos
estudiados es limitado, ya que es dificil la obtenciéon de cultivos puros (Staley y Konopka, 1985). Sin
embargo, en las ultimas dos décadas, se han desarrollado métodos independientes de cultivo para el
estudio de muestras ambientales que demostraron el potencial de microorganismos no cultivados
como fuente de enzimas novedosas (Handelsman y col., 1998; Chen y Pachter, 2005). Segun Chen 'y
Pachter (2005), la aplicacion de técnicas modernas de gendmica para el estudio de comunidades
microbianas a partir de muestras ambientales, sin la necesidad de aislamientos y cultivos celulares, se
denomina metagenémica. Esta es generalmente reconocida como la metodologia con mayor
potencial para la identificacién de enzimas novedosas (Lorenz y Eck, 2005). Entre 2014 y 2017 se han
reportado mas de 300 enzimas de origen metagenémico y aplicacion industrial (Beriniy col., 2017) y al

menos 7 enzimas patentadas (Prayogo y col., 2020). Los avances en la metagendémica han sido de
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gran ayuda para identificar enzimas novedosas, que no podrian estudiarse por métodos tradicionales,

y representan un gran beneficio para las distintas industrias, como la alimenticia.

IMETAGENOMICA

Obtener cultivos puros de muchos microorganismos ha sido la principal limitante para el estudio de
comunidades microbianas (Handelsman, 2004). Para sobrepasar las limitaciones asociadas a las
técnicas basadas en cultivos, se desarrollaron nuevos métodos basados en el estudio del ADN
microbiano (Streit y Schmitz, 2004). Estos estudios generalmente se pueden dividir en 3 tipos: los
basados en el estudio de un gen marcador o metabarcoding, los basados en expresion de fragmentos
0 “metagendmica funcional”, y los basados en el estudio del ADN total de una muestra, o

“metagendmica basada en secuencia’.

El metabarcoding se basa en la caracterizacion de la comunidad estudiando a partir de un gen
marcador, siendo el gen ribosomal de la subunidad pequefa 16S el mas estudiado (Olsen y col.,
1986). La ventaja de usar este gen es que permite establecer relaciones filogenéticas entre especies y
proporciona un marco para el estudio de la ecologia de una comunidad. Esta clase de estudios
comienzan con la extraccion del ADN ambiental de las muestras, y la posterior amplificacién de alguna
de las denominadas “regiones hipervariables” del gen (Tringe y Hugenholtz, 2008). La mayor limitante
de este enfoque es que no es posible estudiar aspectos funcionales de la comunidad, ya que solo se
amplifica un gen, o un fragmento del mismo, sin tener en cuenta el resto del genoma. Ademas, existen
limitaciones en los analisis filogenéticos basados en el estudio de un solo gen, ya que no captura toda

la variacién genética que puede existir entre organismos.

Una alternativa que si permite la caracterizacion funcional de una comunidad es la metagendmica
funcional. La misma consiste en extraer y purificar el ADN de la comunidad estudiada, y luego utilizarlo
para construir bibliotecas de expresion que seran clonadas en bacterias como Escherichia coli para su
expresion. El tamafio del inserto de ADN metagendémico puede variar significativamente, yendo de
fragmentos pequefios de menos de 10 Kb en vectores de secuenciacion tradicional (Henne y col.,
1999), a fragmentos de entre 25 y 35 Kb clonados utilizando fagos o c6smidos (Entcheva y col., 2001)
o hasta insertos de 200 Kb en cromosomas bacterianos artificiales (Beja y col., 2000). Con los clones
obtenidos se realizan ensayos de actividad con distintos sustratos para identificar qué insertos de ADN
metagendmico codifican enzimas novedosas que se expresen activamente (Handelsman, 2004). Una
vez identificado un clon positivo, este se puede secuenciar e identificar el gen que codifica para la

proteina de interés, para profundizar su analisis.
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Figura 4.5: Diagrama del proceso de secuenciacidon, ensamblado y reconstruccion de genomas a partir
de metagenomas.
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La dltima alternativa es el uso de secuenciacién masiva de todo el material genético extraido, sin
necesidad de pasar por una etapa de clonado ni de amplificacién. Esta alternativa ofrece una mirada
global de la comunidad, sin los sesgos de la amplificacién por PCR que implica el metabarcoding o de
la expresion heterdloga, permitiendo un mejor entendimiento de la diversidad filogenética y el estudio
de rutas metabdlicas completas (Chen y Pachter, 2005). Las limitaciones en estos casos se basan en
la posibilidad de identificar la funcion de cada uno de los genes a partir de la comparacion de los

mismos con bases de datos de secuencias.

En un principio, los andlisis de metagendémica basados en secuencias se centraban solo en la
identificacion de genes individuales a partir de un ensamblado, la identificacion de su funcién y luego
en la caracterizacion global de las funciones identificadas. Pero los avances en las tecnologias de
secuenciacién y el desarrollo de nuevas herramientas bioinformaticas, permitio tomar un enfoque
centrado en la reconstruccion del genoma completo de los distintos miembros de la comunidad
(Albertsen y col., 2013; McMahon, 2015). Este enfoque permite tener un mejor entendimiento de la
capacidad metabdlica y estimar el rol que cumpliria cada especie dentro de una comunidad (Strous y
col., 2012).

El proceso de reconstruccién de genomas o binning consiste en agrupar los contigs resultantes de un
ensamblado de acuerdo a caracteristicas intrinsecas de sus secuencias, como el porcentaje de
guanina y citosina (%GC; Dick y col., 2009), la frecuencia de tri- y tetra-nucledétidos, y la cobertura
obtenida luego de mapear las lecturas de las distintas muestras contra el ensamblado (Figura 4.5;
Albertsen y col., 2013).

Una vez formados estos grupos de contigs o bins, es critico realizar un andlisis de su calidad.
Tradicionalmente, se calidad de genomas obtenidos de aislamientos se determind utilizando
estadisticas de ensamblado como el N50 (Salzberg y col., 2012). Sin embargo, los estudios de células
Unicas (single-cell) y metagendmica han usado otras estrategias, como la identificacion de genes
marcadores de copia Unica (Raes y col., 2007; Wrighton y col., 2012; Swan y col., 2013). Herramientas
automaticas como CheckM (Parks y col., 2015) permite estimar la completitud y contaminacién de un
genoma ensamblado de un metagenoma a partir de estos genes. La completitud se define como el
porcentaje de los genes de copia Unica propios de un linaje que fueron encontrados en un bin,
mientras que la contaminacion se define como el porcentaje de estos genes que estan presentes en

mas de una copia en el bin.

Para definir la completitud y contaminacion de un bin es necesario primero determinar su linaje, para
asi conocer el conjunto de genes marcadores a buscar. Brevemente, los autores de CheckM definieron
un conjunto de 43 genes presentes en copia Unica en el 97% de los genomas disponibles para los
dominios Bacteria y Archaea a la fecha de publicacién de la herramienta. Estos genes son buscados

en cada bin y comparados con el conjunto de referencia para asignarle un linaje taxonémico. Luego,
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se buscan todos los genes marcadores especificos del linaje asignado dentro del bin y, de acuerdo

con el numero de genes encontrados, se calculan la completitud y la contaminacién.

La obtencién de genomas de alta calidad a partir de metagendémica permite expandir nuestro
entendimiento sobre la evolucién microbiolégica, la diversidad metabdlica y el rol que cumplen los

microorganismos en procesos haturales e industriales (Parks y col., 2017).

|LAG UNAS FACULTATIVAS

Las lagunas facultativas son la principal alternativa utilizada por pequefias queserias para el
tratamiento de sus efluentes, principalmente en paises en desarrollo (von Sperling, 2007). Estos
efluentes son retenidos en lagunas el tiempo necesario para que la materia organica presente en ellos
sea estabilizada por la comunidad microbiana alli presente. Si bien estos sistemas requieren largos
tiempos de para la estabilizacion de los efluentes y su eficiencia no es tan alta como los otros
métodos, no tienen un alto costo operativo ya que no necesitan equipamiento extra y los costos de

construccién son accesibles si se cuenta con las extensiones de tierra necesaria para instalarlas.

En la parte superior de la laguna se encuentra la zona aerébica, donde la materia organica que queda
diluida en el agua sin asentarse en el fondo de la laguna es oxidada mediante respiracion aerébica
(figura 4.6). El oxigeno requerido es provisto por algas y microorganismos fotosintéticos. Dado que es
necesaria luz solar para llevar adelante la fotosintesis, la eficiencia de este tipo de sistemas depende
directamente del clima del lugar. A mayor profundidad, la penetracion de luz solar es menor, lo que
causa que haya mas consumo de oxigeno (respiracion aerébica) que produccion, habiendo zonas en
las que no hay oxigeno disuelto. Ademas, durante la noche no se produce fotosintesis, por lo que la
ausencia de oxigeno es mas marcada. En estos casos, otros aceptores de electrones deben ser
usados, como es el caso de los nitratos. A las zonas donde puede haber tanto presencia como
ausencia de oxigeno se las denomina facultativas. Por ultimo, los sélidos en suspension tienden a
asentarse en el fondo de la laguna y son degradados mediante procesos anaerébicos hasta obtener
diéxido de carbono, metano y otros compuestos, dejando solo la fraccion inerte en el fondo de la

laguna.

Normalmente, estos sistemas se organizan en mas de una laguna, dispuestas en serie. Cada laguna
esta conectada con la siguiente, y el flujo de agua es provocado por la altura de la columna de agua.
De esta manera se evita que el agua fluya en direccién contraria, o0 se mezclen los contenidos de
distintas lagunas. En cada etapa, se recibe un efluente con menor carga organica que en la etapa

anterior, debido a la accion de las comunidades microbianas presentes.
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Figura 4.6: Esquema del funcionamiento de lagunas de estabilizacién facultativas.

Durante los ultimos afios, se han caracterizado las comunidades de distintos tipos de sistemas de
tratamientos de distintos efluentes, tanto domiciliarios (Guo y col., 2017; Huang y col., 2021; Jankowski
y col., 2022) o de residuos de sistemas de produccion animal (MacGarvey y col., 2015, MacGarvey y
col., 2017) Aunque la dinamica de las comunidades microbianas en estos sistemas esta influenciada,
en parte, por la carga de los efluentes volcados en ellas y las condiciones ambientales (Cydzik-
Kwiatkowska y Zielinska, 2016), se han detectado grupos taxonémicos conservados en la mayoria de
los sistemas. En sistemas aerdbicos se ha visto una gran proporcién de miembros del phylum
Proteobacteria, principalmente de las clases Gammaproteobacteria y Betaproteobacteria, y en menor
medida de las phyla Bacteroidetes y Actinobacteria (MacGarvey y col., 2005, MacGarvey y col., 2007;
Belila y col., 2013; Guo y col., 2017; Huang y col., 2021; Jankowski y col., 2022), mientras que en
sistemas anaerébicos se ha detectado una fuerte dominancia del phylum Firmicutes (MacGarvey y
col., 2005, MacGarvey y col.,, 2007). Por lo tanto, el conocimiento sobre la composicion de

comunidades en ambientes facultativos es limitado.

Los efluentes de las queserias incluyen el agua y los quimicos usados para el lavado de las maquinas
y los restos de diluciones de leche y suero que hayan quedado en las mismas (Carvalho y col., 2013).
Dado que la principal fuente de materia organica dentro de estas lagunas son diluciones de leche, es
de esperar que los microorganismos que viven en ellas presenten enzimas que le permitan modificar

Sus componentes.
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5 OBJETIVOS

El objetivo principal del presente trabajo es estudiar las comunidades microbianas en
lagunas de estabilizacion de PYMES lacteas utilizando herramientas metagendémicas, e
identificar enzimas para la revalorizacién de la lactosa y las proteinas del lactosuero.

Para conseguirlo, se plantean 3 objetivos particulares:

1) Analizar y comparar las comunidades microbianas de lagunas de estabilizacién de
PYMES lacteas mediante secuenciacién masiva de ADN metagendmico.

2) ldentificar genes de interés biotecnoldgico para la transformacion de los principales
componentes de lactosuero: proteinas y lactosa.

3) Expresar y evaluar la actividad de proteasas y B-galactosidasas recombinantes.
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6 MATERIALES Y METODOS

|LAGUNAS DE ESTABILIZACION

Las lagunas de tratamientos de efluentes pertenecen a 2 PyMES lacteas ubicadas en el centro de la
provincia de Santa Fe. Las empresas fueron denominadas AUR y CYC. AUR posee un sistema de 2
lagunas conectadas en serie, la primera posee un tamafio de 80 x 40 m y 1,5 m de profundidad,
mientras que el tamafio de la segunda es de 90 x 40 m y 2.5 m de profundidad. Por su parte, el
sistema de CYC cuenta con 4 lagunas interconectadas dispuestas en serie, todas de un tamafio de 35
x 50 m; las 2 primeras poseen una profundidad de 2,5 m, mientras que la profundidad de las 2 ultimas
es de 1,5 m. Por cada laguna, se tomaron 3 muestras en distintos puntos, para conocer la variabilidad
espacial. Las muestras se tomaron intentando representar toda la columna de liquido desde el fondo a

la superficie.

La temperatura, el pH y la conductividad fueron medidos con el medidor multiparamétrico Horiba U-50.
Los parametros restantes fueron determinados mediante los andlisis fisicoquimicos de agua y

efluentes, realizados por la Universidad Tecnoldgica Nacional (Rafaela, Santa Fe; Tabla S1.).

|MUESTREO Y EXTRACCION DE ADN METAGENOMICO

De cada una de las 6 lagunas a estudiar se tomaron 3 muestras de 1 | de agua. Para la extraccion de
ADN, 20 ml de agua fueron pasados por un filtro de queso y centrifugados a 1000 rpm, por 10 minutos.
Los pellets fueron resuspendidos en 1 ml de Tris-EDTA 50 mM pH 8 y congelados. Se agregaron 60 pl
de lisozima (10 mg/ml) en Tris 250 mM pH 8, se lo incubd hasta descongelar y luego se lo incub6 por
45 minutos en hielo. Se agregé una solucién de 0.5% SDS, 50 mM Tris pH 7,5, 0,4 M EDTA 'y 1 mg/ml
de proteinasa K (120 pl) y se incubd por 1 hora a 50°C, mezclando por inversion cada 10 minutos. La
suspension fue transferida a un tubo conteniendo las perlas del kit de purificacion PowerWater
Isolation kit (MOBIO) y agitado en vortex por 5 minutos. Luego se centrifugd esta mezcla durante un
minuto a 13000 rpm y el sobrenadante fue transferido a un tubo limpio. Finalmente, se realiz6 una
extraccion con fenol-cloroformo y una precipitacién con etanol (Sambrook y Russell, 2006). EI ADN

resultante fue cuantificado utilizando el espectrofotémetro Nanodrop 2000 (Thermo).

|SECUENCIACION Y ANALISIS DEL AMPLICON DEL 16S

Para las 18 muestras tomadas se amplifico la regién V4 del gen ribosomal del 16S, usando los
cebadores F515-TAG: 5° CACGACGTTGTAAAACGACGTGCCAGCMGCCGCGGTAA 3 y R806-
TAG: 5 CAGGAAACAGCTATGACCGGACTACVSGGGTATCTAAT 3. Estos cebadores son
versiones modificadas de F515 y R806 (Caporaso y col., 2011), a los que se le agregd en el comienzo
sitios del plasmido M13 (en negrita). La amplificacion fue hecha con el sistema FastStart High Fidelity

PCR (Roche). Para cada muestra se realiz6 una segunda ronda de PCRs para agregar un identificador
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Unico y los adaptadores A y B de Roche, siguiendo las instrucciones del fabricante. Estas bibliotecas
de secuenciacion fueron amplificadas nuevamente mediante una PCR basada en emulsién (emPCR) y
secuenciadas en la plataforma Genome Sequencer FLX (Roche Applied Science) en INDEAR

(Argentina), utilizando la quimica Titanium, de acuerdo con las indicaciones del fabricante.

Las lecturas obtenidas fueron analizadas con QIIME2 (version 2017.2; Bolyen y col., 2019).
Brevemente, primero se demultiplexaron las lecturas usando usearch (Edgar, 2010) y luego fueron
cargadas a QIIME2 como lecturas singles demultiplexadas. Con el programa cutadapt se eliminaron
adaptadores y con la implementacion disponible en QIIME2 de dada2 (Callahan y col., 2015) se
elimino el ruido, utilizando la opcién “denoise-pyro”. A continuacién, se realiz6 un agrupamiento de
novo de las lecturas, con 97% como umbral de identidad. Con las secuencias obtenidas se calcul6 la
diversidad de Shannon para estimar la diversidad alfa y construir curvas de rarefaccion. Luego, las
secuencias fueron alineadas con la implementacién de MAFFT (Katoh y Standley, 2013) en QIIME2 y
se construyd un arbol filogenético con la implementacion de RAXML (Stamatakis, 2014) en QIIME2.
Esta filogenia fue utilizada para calcular el indice de UniFrac ponderado como estimador de la
diversidad beta. Con estos ultimos resultados se calcularon las distancias entre muestras utilizando el

escalado multidimensional no métrico (nMDS).

ISECUENCIACION Y ANALISIS DE WGS

La secuenciacion de genoma completo se hizo a partir de una mezcla compuesta para cada laguna.
Ya que no se observo variacion significativa entre las muestras pertenecientes a una misma laguna, se
juntaron las 3 réplicas para formar una solo muestra compuesta por laguna, utilizando la misma masa
(ng) de cada una de ellas. Las 6 muestras resultantes fueron secuenciadas utilizando la plataforma
lllumina HiSeq 1500 (INDEAR), generando lecturas pareadas de 150 bp. Estas fueron recortadas
utilizando Trimmomatic (v0.36; Bolger et al., 2014), con parametros por defecto, para remover
adaptadores y secuencias de baja calidad. Las estadisticas de lecturas obtenidas se muestran en la
tabla 7.2. Luego se estimé la cobertura lograda para cada muestra con Nonpareil (v2.4r1l; Rodriguez-R
y Konstantinidis, 2014a).

Con las lecturas preprocesadas, se llevd a cabo una clasificacion taxondmica utilizando KRAKEN2
(v2.0.6; Wood et al, 2019) contra la base de datos estandar y contra la base de datos de plantas, con

el fin de identificar la presencia de algas fotosintéticas.

Luego se disefid la estrategia para la reconstruccién de genomas. Dado que en este tipo de lagunas el
agua fluye de una laguna a la siguiente, llevando tanto materia organica como microorganismos, se
planted la hipotesis de que gran parte de la diversidad microbioldgica esta conservada a lo largo de
todo el sistema. Esta hip6tesis fue confirmada tanto por el analisis de beta diversidad hecho en base a
las lecturas de 16S, como por la clasificacién taxondmica de lecturas de WGS. Por lo tanto, se

combinaron las lecturas en dos conjuntos de datos, AUR y CYC, para aumentar la profundidad y
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utilizar la estrategia de cobertura diferencial (Albertsen y col., 2013) para mejorar el ensamblado. Se
consideré a cada laguna como una muestra del sistema, para darle sustento estadistico al proceso de
binning. Los dos sets de datos fueron ensamblados con IDBA UD (v1.1.2; Peng et al., 2012), y la
cobertura de cada contig obtenido fue calculada con Bowtie2 (v2.2.4; Langmead y Salzberg, 2012) y
Samtools (v1.3.1; Li, 2011). Los contigs de al menos 1000 bp fueron agrupados en bins con MaxBin2
(v2.2.5; Wu et al., 2016) y la calidad de los mismos fue evaluada con CheckM (v1.0.11; Parks et al.,
2015). De acuerdo con el planteo de los autores de CheckM, se consideraron como genomas
ensamblados de un metagenoma (MAG, por las siglas en inglés) a aquellos bins que tuvieran por lo
menos 70% de completitud y menos de 20% de contaminacion. Aquellos MAGs con mas de 90% de
completitud y menos de 5% de contaminacién se los denominé “de alta calidad”, mientras que el resto
fueron denominados en borrador (draft). Los genomas en borrador fueron examinados manualmente
para eliminar contigs que hayan sido mal asignados, teniendo en cuenta genes marcadores, %GC y
cobertura diferencial. Finalmente, la calidad del grupo definitivo de bins fue nuevamente evaluado con
CheckM vy clasificado taxonémicamente usando GTDB-tk (Chaumeil et al., 2019) y la base de datos
GTDB (version 95; Parks et al., 2018). A aquellos MAGs clasificados como miembros del filo
Patescibacteria se los analizé con el clasificador de ANVI'O (Eren et al.,, 2021), para chequear su
pertenencia al filo, completitud y contaminacion. Finalmente, los MAGs fueron comparados entre si,
para encontrar microorganismos presentes en ambos sistemas. Para ello se calcul6 la identidad
nucleotidica promedio (ANI, Rodriguez-R y Konstantinidis, 2014b) como fue propuesto por Goris y col
(2007). Se utilizdé un tamafio de fragmento de 1000 bp y una ventana de 700 bp, considerando solo

pares de genomas que tuvieran al menos 50% de los fragmentos alineados.

El arbol filogenético se construyo a partir del alineamiento publicado por Hug y col (2016). Brevemente,
se descargaron de pfam (Mistry y col., 2021) los perfiles de HMM para 16 genes ribosomales: L2
(PF00181), L3 (PF00297), L4 (PF00573), L5 (PF00281), L6 (PF00347), L14 (PF00281), L15
(PF00827), L16 (PF00252), L18 (PF00861), L22 (PF00237), L24 (TIGR1079 y TIGR1080), S3
(PF00410), S8 (PF00410), S10 (PF00338), S15 (PF00366) y S19 (PF00203). Para cada MAG se
buscaron los 16 genes y los resultados fueron agregados al alineamiento base usando MAFFT
(version 7.205). Este alineamiento fue utilizado para construir el arbol filogenémico, usando Igtree
(version 1.6.7; Nguyen y col., 2015), con el modelo LG, 1000 aLRTs y 1000 bootstraps. La figura final
fue construida usando Dendroscope3 (version 3.7.3; Huson y Scornavacca, 2012) e Inkscape (version
0.92; Bah, 2007).

Se predijeron genes para cada MAG y para los contigs no clasificados usando PRODIGAL (version
2.6.3; Hyatt et al.,, 2010) y estos fueron anotados comparando contra las bases de datos KEGG
(Kanehisa y Goto, 2000; Aramaki y col., 2019), MEROPS (Rawlings y col., 2016) y CAZy (Drula y col.,
2021). Para esta Ultima, se utilizaron los perfiles de HMM disponibles en la base de datos dbCAN (Yin

y col.,, 2012) y la herramienta HMMer3 (hmmer.org), descartando todas las secuencias cuyo
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alineamiento sea menor al 60% del tamafo del perfil, para eliminar falsos positivos. En el caso de
KEGG, solo se usaron los médulos listados en la categoria de “Metabolism” y se considerdé completo a
un modulo cuando al menos el 50% de los genes que lo componen estaban presentes y si se

encontraron genes claves para ese proceso (por ejemplo, genes RuBisCo para la fijacion de carbono).

IDENTIFICACION Y CLASIFICACION DE B-GALACTOSIDASAS

A partir de los genes predichos como CAZymes, se buscaron todos aquellos que pertenecieran a las
familias con actividad B-galactosidasa reportada (GH1, GH2, GH35, GH42 y GH59). Uno de los
objetivos fue capturar la mayor diversidad posible, tanto a nivel de familia de glicosil hidrolasa como a
nivel taxondmico, para elegir los candidatos a clonar. Por ello, estas secuencias fueron comparadas
contra la base de datos nr del NCBI (O’Leary y col., 2016) y el mejor hit encontrado se usoO para

determinar la clasificacion taxondmica de cada secuencia.

En el caso de las GH2, se realizdé un andlisis de las secuencias basado en la clasificacion propuesta
por Talens-Perales y col. (2016), donde se identificaron 2 dominios presentes en todas las GH2 y 4
dominios adicionales que definirian la actividad de la enzima. En primer lugar se descargaron los
alineamientos de cada uno de estos 6 dominios de Pfam: GH2N (PF02837), GH2d (PF00703), GH2C
(PF02836), DUF4981 (PF16353), DUF4982 (PF16355) y Bgal_Small_N (PF02929). Usando HMMer,
se buscaron estos 6 perfiles en todas las secuencias clasificadas como GH2 y, en base a la presencia
0 ausencia de estos perfiles, se definid qué arquitectura de dominio correspondia a cada secuencia.

Ademas, se utiliz6 la herramienta web de HMMer (https://www.ebi.ac.uk/Tools/hmmer/) para comparar

las secuencias contra la base de datos completa de Pfam y determinar si otros dominios adicionales

estaban presentes en el extremo C-terminal.

IDENTIFICACION Y CLASIFICACION DE PROTEASAS

Dado que MEROPS no posee una base de datos de perfiles de HMM como es el caso de las B-
galactosidasas, la busqueda de proteasas se realizdé usando BLAST. En primer lugar, desde MEROPS
se descargaron todas las secuencias reportadas para cada familia reportada. Luego, para cada
archivo se corrié una busqueda con BLAST usando los genes del metagenoma como query y las
secuencias de MEROPS como subject. Se descartaron todos los resultados que tuvieran menos de
50% de cobertura de query y, en caso de que un mismo un gen query diera resultados con mas de una
familia, se lo clasific6 en aquella para la cual el porcentaje de identidad fuera mayor. Una vez que se
contdé con el set definido de proteasas, fueron comparadas con la base de datos nr, usando BLAST, y

se uso el mejor hit para determinar su clasificacion taxonémica.

AMPLIFICACION DESDE METAGENOMA

A partir de los genes identificados, se seleccionaron 18 B-galactosidasas y 10 proteasas candidatas

para su clonado y expresion, buscando capturar diversidad tanto de familia como taxonémica. Una vez
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seleccionados los candidatos, se disefiaron cebadores para su amplificacion (Tabla A.2). Los genes
fueron amplificados usando el ADN metagenémico como molde y una ADN polimerasa con correccion
de errores (AccuPrime, Thermo Scientific, Waltham, MA, USA). Todas las amplificaciones contaron
con un paso inicial de desnaturalizacion a 94°C de 3 minutos, seguido por 35 ciclos compuestos por
un paso de desnaturalizacion a 94°C durante 30 segundos, un paso de anillado de 30 segundos a la
temperatura adecuada para cada par de cebadores (Tabla suplementaria S5) y un paso de extension
a 72°C de 3 minutos. Se concluyé con un paso de extension a 72°C durante 10 minutos. Los
productos de PCR obtenidos fueron chequeados por electroforesis en geles de agarosa al 1% y luego
purificados con el kit Wizard® PCR Clean Up (PROMEGA).

|CLONADO Y EXPRESION EN ESCHERICHIA COLI

Se utilizaron dos cepas de E. coli para el clonado y la expresion de las enzimas. En primer lugar, para
la propagacion de plasmidos se utilizé E. coli DH5a (Thermo fisher, Waltham, MA, USA) y para la
expresion de las enzimas E. coli BL21 (DE3). Las cepas fueron hechas competentes quimicamente y

transformadas de acuerdo a los protocolos descritos en Sambrook y Russell (2006).

Los productos de PCR purificados fueron nuevamente amplificados con cebadores que permitieran
incorporar sitios de restriccion (Tabla S3) y fueron clonados en el vector pGEM-T-easy (Promega,
Madison, WI, USA). Para cada gen, se cortd el plasmido utilizando las enzimas de restriccion
correspondientes a los sitios incorporados, siguiendo las instrucciones del proveedor (Thermo
Scientific, Waltham, MA, USA). El gen con los sitios de restriccion y el plasmido fueron ligados usando
ligasa T4 (Fermentas) siguiendo instrucciones del fabricante y la construccién obtenida fue
transformada en E. coli DH5a para su propagacion. Las colonias fueron incubadas toda la noche a
37°C en placas de agar y caldo de Lisogenia (LB), con ampicilina (100 pg/ml) y X-gal (0,2 mg/ml).
Finalmente, las colonias fueron seleccionadas utilizando el sistema de blancas/azules del vector
pGEM-T-Easy y chequeadas por PCR para verificar la presencia del gen usando los cebadores

especificos de cada gen.

Usando el kit de miniprep (PROMEGA), los plasmidos pGEM-T-easy modificados fueron extraidos de
las colonias de E. coli DH5a y luego digeridos con las enzimas de restricciéon correspondientes. Los
genes liberados fueron clonados en el vector pET-TEV, un vector basado en pET28 incorporando un
sitio de reconocimiento para la proteasa TEV cadena abajo de la cola de histidina, en el extremo N
terminal. Esta construccién se utilizé para transformar E. coli BL21, la cual fue incubada toda la noche
a 37°C en LB. Este cultivo se utilizé para inocular 10 ml de medio minimo M9 (Miller, 1972), con
kanamicina (30 pg/ml) a una DO600 inicial de 0,1. Este nuevo cultivo se incubd a 37°C y 200 rpm y la
expresion de los genes se indujo cuando la DO600 alcanzé el valor de 1, usando 100 uM isopropil -

D-1-galactopiranosido (IPTG). El cultivo inducido fue incubado 6 h mas a 22°C.
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Las células y el sobrenadante fueron separados por centrifugacion, a 5000 rpm durante 15 minutos.
Los pellets fueron resuspendidos en buffer fosfato (fosfato pH 8 100 mM, NaCl 300 mM). Las células
resuspendidas fueron lisadas por sonicado en frio y los extractos crudos fueron clarificados por

centrifugacion durante 15 minutos, a 15.000 rpm.

Finalmente, las enzimas fueron purificadas por cromatografia de afinidad, usando resina de agarosa
Ni2+-NRA (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), de acuerdo al protocolo sugerido por el fabricante. Tanto
extractos crudos como las enzimas purificadas fueron analizadas por SDS-PAGE en geles de
poliacrilamida 12% (Laemmli, 1970). La concentracion de proteinas purificadas fue medida con

Nanodrop.

|CHEQUEO POR SECUENCIACION DE CAPILARES

Se tomaron colonias transformadas con el plasmido pGEM-T-easy y se realiz6 una extraccion del
plasmido utilizando el kit (PROMEGA). Estos plasmidos fueron secuenciados mediante electroforesis
capilar (Unidad de Genomica — CICVyA - INTA). Los electroferogramas obtenidos fueron
preprocesados con preGAP4 y luego analizados con GAP4 (Staden y col., 2000). Las secuencias
obtenidas fueron alineadas con los genes predichos a partir del ensamblado metagendémico, para

identificar la presencia de mutaciones.

|CLONADO Y EXPRESION EN SACCHAROMYCES CEREVISIAE

Para aquellas enzimas que no pudieran ser expresadas en forma soluble en E. coli, se utiliz6 como
sistema alternativo el de Saccharomyces cerevisiae BJ3505 (Eastman Kodak Company, Rochester,
NY, USA). A partir de un producto de PCR purificado del gen candidato, se incorporaron por PCR
sitios homoélogos al vector YEp (Eastman Kodak Company; Tabla A.S3). Luego, las construcciones
fueron clonadas utilizando las recombinasas de S. cerevisiae, como fue reportado en Becerra y col.
(2001). Brevemente, las células fueron transformadas, incorporando el vector y el gen con los sitios
homdlogos mediante electroporacion. Brevemente, para que las células entren en estado de
electrocompetencia primero se las cultivo toda la noche en medio YPD (extracto de levadura 1% plv,
peptona 2% p/v, glucosa 2% p/v) a 30°C y 250 RPM. Luego se realiz6é una dilucién 1/7 de este cultivo
y se lo incub6 nuevamente a 30°C y 250 RPM por 3 hs, hasta alcanzar una DO600 inicial de 1. Este
cultivo fue centrifugado 5 minutos a 5000 RPM. Se descarté el sobrenadante, el pellet fue
resuspendido en igual volumen de agua esteril y se centrifugé nuevamente por 5 minutos a 5000 RPM.
Este lavado se repitié 3 veces. Luego se hicieron 2 lavados adicionales, pero con la mitad de volumen
y usando glicerol 10% en lugar de agua. Luego de estos lavados, se centrifugd nuevamente por 5
minutos a 5000 RPM vy el pellet resultante fue resuspendido en 1 ml de glicerol por cada 60 ul de
pellet. Para la transformacion, se usaron 50 ul de células electrocompetentes, 2 pl de plasmido y 4 pl
de inserto. La electroporacion se realizé a 1,5 kV, 25 pF y 200 Q. Luego, se agregd 1 mlde YPD y las

células transformadas se incubaron por 20 minutos a 30°C. Por ultimo, las células fueron cultivadas en
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placas de medio minimo y agar (YNB 1X Invitrogen Q30007, dropout sin triptéfano 1X, glucosa 2% pl/v,
agar 2% p/v) durante 48 horas a 30°C.

Las colonias resultantes fueron chequeadas por PCR para verificar que hayan incorporado el gen.
Aquellas colonias positivas fueron cultivadas 24hs en medio minimo (YNB 1X Invitrogen Q30007,
dropout sin triptéfano 1X, glucosa 2% p/v) y luego se realizé una dilucion 1/100 en el medio de
expresion YPHSM (glucosa 2% plv, glicerol 3% v/v, extracto de levadura y peptona 8% p/v) y se las

cultivd a 30°C durante 7 dias.

Dado que estas construcciones incorporan a la proteina un péptido sefial que permite su secrecién al
medio, para obtener las proteinas recombinantes se centrifugaron alicuotas de 1 ml durante 15
minutos a 5000 RPM vy se filtré el sobrenadante utilizando filtros de 3 kDa. La expresion de la enzima

fue controlada por SDS-PAGE en geles de poliacrilamida 12%.

|CARACTE RIZACION DE B-GALACTOSIDASAS

La actividad B-galactosidasa fue medida usando 2-nitrofenil-B-D-galactopiranosida (ONPG). Las
enzimas purificadas fueron diluidas en buffer Z (Na2HPO4 100 mM, NaH2PO4 40 mM,

KCIl 10 mM y MgS04 1,6 mM) e incubadas a 30°C por 4 minutos. Se di6 inicio a la reaccion agregando
a esa solucion un igual volumen de sustrato (4 mg/ml) en buffer Z. Se alicuot6 la mezcla y se detuvo la
reaccion agregando igual volumen de Na2CO3 1M. Finalmente, se midié el p-nitrofenol liberado por
absorbancia de UV a 405 nm. Se definié una unidad de actividad (-galactosidasa (U) como la cantidad
de enzima capaz de liberar 1 pmol de p-nitrofenol por minuto (umol min—-1 mL-1) en las condiciones

experimentales.

Para determinar el pH éptimo de la enzima, se realizd el mismo ensayo con ONPG, usando buffer de
Briton-Robinson a distintos pH, entre 4 y 10 (20 mM acido acético, 20 mM acido fosférico y 20 mM
acido bérico boric acid titulado con 1 M NaOH para alcanzar el pH deseado). Por otra parte, para
determinar la temperatura 6ptima se evalué la actividad con ONPG como sustrato, entre 30°C y 65°C.
Una vez determinada la temperatura éptima, se evalu6 la termoestabilidad incubando la enzima en
buffer Z a dicha temperatura durante 24h y midiendo la actividad regularmente, usando ONPG como
sustrato. Finalmente, se estudié el efecto de diferentes iones en la actividad enzimatica: MgCl2,
ZnS04, CaCl2 y KCI. Para realizar este ensayo, se agregaron diferentes concentraciones de las sales

(1 y 10 nM) al ensayo estandar de actividad con ONPG.

La hidrdlisis de lactosa fue determinada midiendo la produccion de glucosa. La enzima purificada fue
diluida en buffer Z y se agregdé igual volumen de sustrato. La solucién se incubd a temperatura éptima,
entre 20 y 960 minutos (16 hs). Para detener la reaccion, se incubé la solucion a 96°C durante 5

minutos. Se definié una unidad de actividad [3-galactosidasa (U) como la cantidad de enzima capaz de
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liberar 1 pmol de D-glucosa por minuto (umol min-1 mL-1) en las condiciones experimentales. La

concentracion de glucosa fue medida utilizando el kit comercial D-Glucose GOD-POD (Wiener)

Por dltimo, la concentracion de GOS fue determinada por HPLC (HPLC Waters Breeze ), utilizando la
columna Sugar Pack Waters (6.5 mm x 300 mm) y como fase sélida 100 yM EDTA-Calcio (Sigma
Aldrich, St. Louis, MO, USA). La temperatura de la columna se fijé en 80°C, la temperatura del sensor
en 37°C, con una sensibilidad de 32 y un flujo de 0,5 ml/min. Los azucares eluidos fueron detectados
usando el detector de indice de refraccion Waters 2414. Los estandares usados para la identificacion y

cuantificacion de los azlcares fueron una mezcla de estaquiosa, rafinosa, sacarosa y galactosa.

Los parametros cinéticos de la hidrélisis fueron determinados realizando el ensayo de actividad
descrito anteriormente, con diferentes concentraciones de sustrato (de 0 a 20 mM). Las reacciones se

llevaron a cabo a 30°C de 6 a 20 minutos. Las medidas fueron tomadas por triplicado.

|CARACTE RIZACION DE PROTEASAS

La actividad proteasa fue determinada usando como sustrato azocaseina (Sigma). Se tomaron 100 pl
de sobrenadante de cultivo de S. cerevisiae y 100 ul de azocaseina (1% en Tris-HCI pH 8), y fueron
incubados por 30 minutos a 30°C. Se detuvo la reaccion agregando 200 pl de TCA 10%. Las muestras
fueron centrifugadas por 5 minutos a 10.000 rpm y se transfirieron 100 ul del sobrenadante a 100 pl de
NaOH 1N. Finalmente, se midi6 el sustrato hidrolizado por absorbancia de UV a 405 nm. Una unidad
de actividad proteasa fue definida como la cantidad de enzima necesaria para aumentar la
absorbancia 0.01 a A405 en las condiciones experimentales anteriores (Pushpam y col., 2011). El

calculo se hizo de la siguiente manera:
U=(Ae-An)/ (Ve *0.01)

donde Ae es la absorbancia de la reaccién con la enzima Pr10, An es la absorbancia de la reaccién
realizada con el sobrenadante de un cultivo de S. cerevisiae sin transformar (negativo) y Ve es el

volumen de enzima utilizado (100 pl).

Para determinar la temperatura Optima se utiliz6 azocaseina como sustrato, incubando la reaccién
durante 30 minutos a diferentes temperaturas entre 25°C y 55°C. Para determinar el pH éptimo se
realizé el mismo ensayo, pero disolviendo la azocaseina en buffer de Briton-Robinson a distintos pH,
entre 5y 9 (20 mM &cido acético, 20 mM &cido fosforico y 20 mM acido bdrico boric acid titulado con 1

M NaOH para alcanzar el pH deseado).

Para evaluar la actividad proteasa con sustrato natural, se utilizaron placas de Agar leche (1%). Se
sembraron 10 pl del sobrenadante utilizado para la determinacion con azocaseina, junto con 10 pl de
células sin transformar como control negativo y la enzima Novozym® (10028, Novozymes) como

control positivo.
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IFIGURAS

Todos las figuras presentadas fueron hechas con el paquete ggplot2 (Wickham, 2006), de R (R Core
Team, 2022), e Inkscape.
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7 COMUNIDADES MICROBIANAS EN LAGUNAS DE
ESTABILIZACION FACULTATIVAS

INTRODUCCION

Si bien el uso de técnicas independientes de cultivo, como el estudio del gen ribosomal 16S, para el
estudio de comunidades fue propuesto hace mas de 30 afios (Woese, 1987), solo recientemente se
empezaron a reportar los primeros genomas obtenidos desde metagenomas (Tyson y col., 2004). Los
avances en las técnicas de secuenciacién han dado lugar a una explosién en el nimero de estudios
sobre muestras ambientales usando metagenémica basada en secuencia y, sobretodo, en el nimero
de genomas publicados a partir de este tipo de estudios (Reddy y col., 2015; Mitchell y col, 2018). El
acceso a organismos novedosos, solo descritos por analisis metagenémicos (Hug y col., 2016; Parks y
col., 2017), ha llevado incluso a replantear los sistemas de clasificacion taxonémica utilizados (Parks y
col., 2018).

Como se mencioné anteriormente, la reconstruccién de genomas permite conocer mejor el rol que
cumplen los microorganismos en procesos metabdlicos naturales e industriales (Parks y col., 2017).
Particularmente, en lagunas de estabilizacion los principales procesos que ocurren son el ciclo del
carbono y del nitrégeno (Grady y col.,, 2011). Si bien hay numerosos reportes sobre sistemas de
estabilizaciéon de efluentes (McGarvey y col.,2005; McGarvey y col., 2007; Belila y col., 2013; Cydzik-
Kwiatkowska y Zieliinska, 2016), muchos se basan en el estudio del gen 16S, lo cual limita la

prediccion funcional sobre los grupos taxonémicos identificados.

El presente capitulo plantea el estudio de la comunidad microbiana de dos sistemas de lagunas de
estabilizacién de PyMES lacteas, denominadas AUR y CYC. El primer sistema, AUR esta compuesto
por dos lagunas dispuestas en serie (AUR1 y AUR2), mientras que el segundo sistema esta
compuesto por 4 lagunas en serie (CYC1-4). En primer lugar se realizd6 una primera caracterizacion a
partir de la secuenciacion del gen ribosomal 16S. A partir de los resultados obtenidos, se realizé la
secuenciacion masiva (WGS, por sus siglas en inglés) de todo el ADN metagendmico, con la intencién
de realizar una caracterizacion taxondmica y funcional de la comunidad, utilizando una estrategia
basada en la reconstruccion de genomas completos y la identificacion de genes y rutas metabdlicas

completas.

IANALISIS DEL AMPLICON DEL GEN 16S

La secuenciacion del amplicon 16S gener6 en total 178.940 lecturas, de las cuales 3.217 fueron
destacadas por no contar con un barcode especifico. Las muestras contaron con un promedio de

9.762 lecturas cada una, con 17.918 como valor maximo (M3 de CYC4) y 3.092 como minimo (M2 de
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CYC3, Tabla 7.1). Después del control de calidad, 68.537 (39%) lecturas fueron descartadas por baja

calidad o ser quimeras.

Tabla 7.1: Resultados de la secuenciacion del amplicén del gen 16S

M1 M2 M3
Laguna | ecturas Lecturas Lecturas Lecturas Lecturas Lecturas
crudas finales crudas finales crudas finales
AUR1 14.438 9.041 5.911 4.084 7.602 5.088
AUR2 4,752 3.636 6.870 5.400 5.646 4 553
CYC1 16.985 9.111 9.499 5.579 13.026 7.415
CcYC2 16.919 9.328 5.526 3.358 10.985 6.093
CYC3 8.059 4.838 3.092 2.092 10.674 6.271
CYC4 5.278 3.527 12.543 7.571 17.918 10.201
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Figura 7.1: Resultados de la secuenciacion del amplicon del gen del 16S. a) Curvas de rarefaccion de las 18
muestras secuenciadas, utilizando el indice de Shannon. b) Escalado multidimensional no métrico (hnMDS) de las
muestras, utilizando el indice UniFrac ponderado.

Las curvas de rarefaccion mostraron que todas las muestras llegaron a un plateau, indicando que la
profundidad de secuenciacién fue suficiente (figura 7.1a). El analisis de beta-diversidad indicé que las
muestras de una misma empresa (AUR o CYC) contaban con composiciones similares, y que las
composiciones entre empresas se diferenciaban (figura 7.1b). Basado en este resultado, para la
secuenciacién completa del ADN metagendmico, se decidié combinar las réplicas y secuenciar una

muestra compuesta para cada laguna.
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\Anélisis de Secuenciacion Shotgun

En la secuenciacion de tipo shotgun se generaron mas de 200 millones de lecturas, sumando mas de
60 Gb (tabla 7.2). Después del control de calidad, alrededor del 1% de las lecturas de cada muestra
fueron descartadas. De acuerdo al software Nonpareil, la cobertura media lograda fue del 86%, lo que
sugiere que el esfuerzo de secuenciacion fue suficiente para lograr un ensamblado de calidad (figura

7.2). Es decir, el muestreo deberia cubrir la mayor parte de la diversidad presente en las muestras.

Tabla 7.2: Resultados de la secuenciacion tipo shotgun. Cantidad de lecturas obtenidas por la secuenciacion
de genoma completo y las lecturas que se mantuvieron luego del filtrado por calidad.

Lecturas post filtrado por calidad

Lecturas
Muestra

crudas % del % de % del

Pareadas No pareadas Descartadas
total total total

AUR1 31.790.925 23.152.130 72,38% 8.299.000 26,10% 339.795 1,07%
AUR2 27.509.873 20.216.656 73,49% 6.912.935 25,13% 380.282 1,38%
CYC1 31.475.370 21.674.483 68,86% 9.563.122 30,38% 237.765 0,76%
cyc2 32.632.974 21.416.110 65,63%  10.960.256 33,59% 256.608 0,79%
CYC3 40.218.397 29.596.551 73,59%  10.281.985 25,57% 339.861 0,85%
CYyC4 36.510.040 23.346.096 63,94% 12.796.972 35,05% 366.972 1,01%

1.0

0.8
|

Cobertura estimada
0.4

0.2

0.0
L

1e+03 1le+06 1le+09 le+12

Esfuerzo de secuenciacion (bp)

Figura 7.2: Estimacion de cobertura de la secuenciacion tipo shotgun. Cobertura estimada utilizando

Nonpareil para cada muestra.
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Las lecturas fueron clasificadas taxondémicamente utilizando KRAKEN2, contra la base de datos
estandar. En promedio, el 22% de las lecturas de cada muestra pudieron ser clasificadas, siendo
CYC1 la muestra con mayor porcentaje de lecturas clasificadas (~30%, Figura 7.3). En total, se
identificaron 58 phyla distintas, pero 50 de ellas no representaban mas del 1% de la muestra (figura
7.3). El phylum dominante en las muestras CYC fue Proteobacteria, representando el 70% de cada
muestra en promedio. En cambio, en las muestras AUR no hubo un solo phylum dominante en ambas
muestras. En AURL, Proteobacterias (38%) y Actinobacterias (32%) fueron los dos grupos
taxonémicos mas representados, mientras que en AUR2 se vio una clara predominancia de
Actinobacterias (62%). Otras taxa con una representacion significativa en todas las muestras son
Firmicutes (entre 2% y 12% de cada muestra) y Bacteroidetes (entre 2% y 7%). En todas las muestras
se encontraron lecturas asignadas a linajes de Archaea, pero siempre en muy baja proporcion: CYC4
fue la muestra con mayor porcentaje de Archaea, donde representaban el 1% del total. Asi mismo, en
todas las muestras hubo lecturas clasificadas como Uroviricota, un phylum de virus compuesto

principalmente por bacteriofagos.
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Figura 7.3: Clasificacion taxonémica basada en lecturas. Porcentaje de lecturas asignadas por muestra a
cada uno de los principales linajes encontrados, utilizando KRAKEN2 contra la base de datos estandar. a)
Porcentaje de lecturas clasificadas. b) Perfil taxonémico de cada muestra. Los linajes que representan menos del

1% en todas las muestras no fueron considerados.

También se hizo una busqueda contra la base de datos de plantas, para corroborar la presencia de

algas en las lagunas. En todas las muestras se encontraron lecturas clasificadas dentro del phylum

Chlorophyta, que incluye a las algas verdes, pero siempre se encontraron en proporciones poco

significativas, rondando entre el 0.03% y el 0.08% del total de la muestra.
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|ENSAMBLADO Y RECONSTRUCCION DE GENOMAS

El ensamblado de lecturas se realiz6 mediante una estrategia que permitiera el binning por cobertura
diferencial. Por esto, se hizo un ensamblado combinando todas las lagunas correspondientes a un
mismo sistema, ya que los resultados de diversidad beta del amplicon del gen 16S y la clasificacion
taxonémica de las lecturas de la secuenciacion tipo shotgun sugieren que no hay diferencias
significativas entre ellas. Esto permite considerar a cada laguna como una “muestra” dentro del
sistema, lo que da mayor sustento estadistico al proceso de binning y permite una mejor

reconstruccion de genomas.

Al ensamblar las lecturas se obtuvieron, en total, 238.725 contigs de méas de 1 k (Tabla 7.3). Mas del

60% de las lecturas de cada muestra mapeo contra el ensamblado correspondiente.

Tabla 7.3: Estadisticas del ensamblado y prediccién de genes por sistema de lagunas.

Sistema f;:;‘lt;gs >1kb >10kb >100kb Mas largo(b) NS50 S;';?zhos

AUR 461955 91676  3.304 25 313235  1.430 764.778
cve 845.042 147.049  6.051 103 458.380 1413  1.369.301
Total 1.306.997 238.725  9.355 128 458.380 1419  2.134.079

El binning de los contigs de mas de 1 kb dio lugar a 264 bins, 95 para el set de datos AUR y 169 para
CYC (Tabla 7.4; Tabla S3). Para ambos sets, el porcentaje de contigs asignados a bins es muy alto:
94.5% para AUR y 93% para CYC (figura 7.5). Después de la inspeccion manual, la calidad de 25 bins
mejord, eliminando contigs que mostraban un comportamiento diferente en su cobertura diferencial o
en su porcentaje de GC. También se encontraron 3 bins quiméricos, en los que contigs con distintas
caracteristicas habian sido agrupados (Figura 7.4). Estos bins fueron divididos en dos, obteniendo 6

nuevos bins.

Tabla 7.4: Estadisticas del binning para cada muestra.

Sistema Bins totales MAGs totales MAGs de alta calidad MAGs en borrador

AUR 95 43 14 29
CYC 169 67 21 46
Total 264 110 35 75
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Luego de todos los controles, se obtuvieron 35 MAGs de alta calidad, con mas de 90% de completitud
y baja contaminacién. También se reconstruyeron 75 MAGs con mas de 70% de completitud y menos

de 20% de contaminacion: estos genomas fueron clasificados como MAGs borradores.
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Figura 7.4: Ejemplo de bin quimérico. Grafico de dispersion construido a partir de la cobertura de los contigs
del bin INTA.CYC.085 en cada muestra. El tamafio de los puntos esta definido en base al tamafio de los contigs
y el color en relacién al contenido de GC. En verde se sefiala un grupo de contigs que luego formaran el MAG
INTA.CYC.1002.

La clasificacion taxonémica obtenida con GTDBtk mostr6 que los MAGs estaban distribuidos en 16
phyla y 23 clases (Figura 7.6a; Tabla S4). Solo un MAG, INTA.CYC.1002, fue clasificado como
Archaea, todos los demas MAGs fueron clasificados dentro del dominio Bacteria. El phylum con mas
MAGs asignados fue Firmicutes_A, con 17 genomas, seguido por Patescibacteria y Bacteroidetes, con
10 MAGs cada uno. En general, no se encontré diversidad dentro de un mismo phylum: para 12 de las
16 phyla encontradas solo se encontraron miembros de una clase. Patescibacteria resultd ser el mas

diverso, con miembros de 5 clases distintas.
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Figura 7.5: Proporcién de reads en contigs mayores a 1000b ubicados en MAGs (verde), en bins de baja calidad
(azul) y que no forman parte de un bin (negro).

Al analizar la cobertura de los MAGs (Figura 7.6b), se pudo observar que Saccharimonadia, miembro
de Patescibacteria, fue el taxdn dominante dentro de las lagunas CYC1 y CYC2, principalmente debido
a la gran abundancia del MAG INTA.CYC.001 en esas muestras. Sin embargo, para las muestras
CYC3 y CYC4, la clase mas abundante paso a ser Bacteroidetes (phylum Bacteroidota). Por su parte,
en AURL Bacteroidetes fue nuevamente la taxa dominante, pero para AUR2 la clase mas abundante

fue Actinobacteria, con 6 veces mas cobertura que la taxa siguiente.

El siguiente paso consisti6 en identificar que MAGs eran compartidos entre ambos sistemas,
calculando la identidad promedio de nucleétidos (ANI) entre todos ellos. Solo 6 pares de MAGs
mostraron un alto porcentaje de alineamiento (>50%) y porcentajes de identidad muy altos (>98%). La
mitad de estos pares corresponden a la clase Clostridia, mientras que el resto fueron clasificados

como Chromatiales, Bacilli y Spirochaetes.

Tabla 7.5: Identidad Promedio de Nucleétidos (ANI) entre MAGs.
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MAG 1 MAG 2 Linaje de GTDB % Identidad % Alineado

INTA.AUR.063 INTA.CYC.029 c__ Clostridia 99.93 89.61
INTA.AUR.026 INTA.CYC.020 c__ Clostridia 99.98 86.58
INTA.AUR.070 INTA.CYC.166 o__Chromatiales 99.97 83.48
INTA.AUR.027 INTA.CYC.017 o__ Sphaerochaetales 99.72 74.78
INTA.AUR.040 INTA.CYC.052 c__ Bacilli 99.97 74.62
INTA.AUR.036 INTA.CYC.091 c__ Clostridia 98.20 68.56



a)

Tree scale: 1 +

Clostridia
Bacilli

Chloroflexota

Negativicutes

Desulfobacterota

Verrucomicrobia
Lentisphaerae
Planctomycetes

Omnitrophica

Gammaproteobacteria

Betaproteobacteria

Campylobacterota

b)

1.00 -

Cobertura

i

AUR1 AUR2 CYC1 CYC2 CYC3 CYC4
Muestra

Actinobacteriota /.

Linaje

d__Archaea
p__Actinobacteriota
p__Bacteroidota
p__Campylobacterota
p__Chloroflexota
p__Desulfobacterota
c__Clostridia
p__Firmicutes
¢__Negativicutes
c__Bacilli

c_ ABY1

Patescibacteria

Cyanobacteria
Spirochaetota

Chlamydiae

c__Gracilibacteria
c__Paceibacteria_A

b 3
i
o 3
i
o 3
b
i
i
o
i
b

i i c__Paceibacteria

! c__Saccharimonadia

. ¢__Alphaprotecbacteria

i ‘c_Gammaproteobacteria

. p__Riflebacteria
p__Spirochaetota

. p__Synergistota

c__Kiritimatiellae

n c__Verrucomicrobiae

Figura 7.6: Clasificacion taxonémica basada en MAGs. Perfiles taxonémicos de las muestras obtenidos
comparando los MAGs de alta calidad y borradores contra la base de datos GTDB. a) Arbol filogenémico
construido a partir de 16 genes ribosomales (adaptado de Hug y col., 2016) Los puntos azules corresponden a
los MAGs de CYC, mientras que los puntos rojos corresponden a los MAGs de AUR. b) Abundancia de cada
grupo taxonémico identificado. La altura de cada barra indica la proporcion de lecturas asignadas a cada MAG.
Las taxa dentro de la linea punteada rosa corresponden al phylum Patescibacteria, la linea punteada azul al
phylum Proteobacteria y la linea punteada marrén al phylum Verrucomicrobia.
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|ANALISIS METABOLICO DE LAS COMUNIDADES MICROBIANAS

Més de 2 millones de genes fueron predichos en ambos sistemas, aunque CYC cuenta con casi el
doble de genes predichos que AUR (Tabla 7.3). Los MAGs, que fueron construidos solo con contigs de
largo =1kb, representan soélo el 15% del total de genes predichos. Por ello, se consideraron todos los

genes para la anotacion funcional.

Usando las bases de datos CAZy, MEROPS y KEGG, se anotaron alrededor del 40% de los genes en
MAGs. Por su parte, menos del 15% de los genes por fuera de los MAGs pudieron ser anotados.

La Figura 7.6 resume las principales rutas metabdlicas analizadas. Estas corresponden a los procesos
metabdlicos mas reportados en lagunas facultativas, que incluyen la hidrélisis de macromoléculas y la
degradacion de los monomeros obtenidos, siguiendo principalmente los denominados ciclos del

carbono y del nitrégeno.
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Figura 7.6: Principales rutas metabodlicas en lagunas de estabilizacion facultativas. Esquema de las
principales rutas detalladas en los sistemas analizados. Los genes predichos en cada sistema fueron
comparados contras las bases de datos CAZy, MEROPS y KEGG. Las flechas indican si el proceso metabdlico
fue hallado en cada sistema, y los puntos coloreados indican la participacion de algin organismo clave en ese
proceso.

Para identificar enzimas que participen en la hidrélisis de macromoléculas, se buscaron enzimas
degradadoras de carbohidratos en CAZy (CAZymas) y proteasas en MEROPS. En total, se
identificaron 21.196 CAZymas, siendo las glicosil transferasas (GT) el grupo mas abundante (47,4%
del total). El segundo grupo mas abundante fue el de las glicosil hidrolasas (GH), contabilizando el

38.3% de las secuencias anotadas, seguido por las carbohidrato esterasas (CE, 12,7%) y las
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polisacarido liasas (PL, 1,6%). Un analisis mas detallado de las CAZymas identificadas se realiza en el

capitulo 8.

Por su parte, comparando con MEROPS, se identificaron 24.145 proteasas putativas distribuidas en 9
clases distintas. Dado que la clasificacion de este tipo de enzimas depende principalmente de su
residuo catalitico o de la presencia de iones metdlicos, no es posible hacer un andlisis funcional directo

a partir de estos resultados. En el capitulo 9 se profundiza mas sobre este tipo de enzimas.

En primer lugar se analizé el ciclo del nitrdgeno. En muchos MAGs (63/110) se encontraron 1 0 mas
enzimas o rutas para obtener amoniaco a partir de aminoacidos, uno de los compuestos del ciclo de
nitrdgeno. Para la etapa de nitrificacion, la Unica enzima que no se encontré en ninguno de los dos
sistemas es la encargada de catalizar el primer paso (metano/amonio monooxigenasa). Para la etapa
de reduccion desasimilatoria de nitrato, el médulo completo de KEGG (M00530) fue encontrado en 14
MAGS, pero en ninguno se encontrd el modulo para la reduccion asimilatoria de nitrato. Por otro lado,
en 4 MAGs se encontré completo el médulo para la denitrificacion de nitrato (M00529) y en otros 4

MAGs el modulo completo para la fijacion de nitrégeno (M00175).

Luego, el analisis se centrd en los genes relacionados al metabolismo del carbono, comenzando por la
hidrdlisis de polisacaridos. Si bien todos los MAGs presentaron CAZymas, los organismos clasificados
como Bacteroidetes son los que mostraron mayor cantidad y variedad de secuencias asignadas a las
familias GH, CE y PL, relacionadas con la degradacion de polisacaridos y la liberacion de

monosacaridos.

Los mondémeros son convertidos en acidos grasos volatiles en la etapa denominada acidogénesis, que
fue identificada en la mayoria de los MAGs. La segunda etapa del ciclo del carbono, la acetogénesis,
puede ser dividida en dos partes: la conversion de piruvato en acetil-CoA (M00307) y la conversién de
acetil-CoA en acetato (mediada por las enzimas K01026, K01067, K01905+K22224, K18118 o
K24012). La primer parte de esta etapa fue encontrada en 41 MAGS, pero en tan solo 7 se encontrd

ademas alguno de los genes necesarios para la segunda mitad.

Para la etapa de metanogénesis hay descriptos 4 médulos en KEGG, dependiendo del compuesto de
partida: metanol (M00356), acetato (M00357), metilamina (M00563) y diéxido de carbono y agua
(M00567). Ninguno de los moédulos fue encontrado completo. Sin embargo, evidencia de la
metanogénesis a partir de metanol fue encontrado en INTA.CYC.1002, el inico MAG clasificado como
Archaea, y algunos genes de la metanogénesis a partir de diéxido de carbono y agua, y de la

metanogénesis a partir de acetato fueron encontrados entre los genes de CYC fuera de los MAGs.

La dltima parte del ciclo de carbono es la fijacién de diéxido de carbono. Una de las vias de fijacién
presente en bacterias es el Ciclo de Calvin, un sistema que puede dividirse en dos etapas: la primer

mitad, que incluye al gen RuBisCo, esta descrita en el médulo M00166 y la segunda mitad en el
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modulo M00167. En total, 4 MAGs presentaron completa la primer etapa, pero ninguno poseia
completa la segunda, dos en cada set de datos. Ambos genomas de AUR presentaron 4 de los 7
genes gue constituyen esta segunda etapa, mientras que los dos genomas de CYC presentaron 5 de
los 7 genes. Interesantemente, estos mismos 4 MAGs fueron los Unicos que en los que se encontrd
completo un médulo de fotorreceptores (fotosistema anoxigénico I, M00597). Otras formas de fijacion
de carbono fueron buscadas, como el ciclo de Arnon-Buchanan o la ruta de Wood-Ljungdahl, pero la

cantidad de genes encontrados para estos sistemas fue muy baja para considerarlos completos.

IDISCUSION

Las industrias lacteas, como pequefias queserias, tratan sus efluentes en lagunas de estabilizacion
facultativas. Las comunidades microbianas presentes en este tipo de lagunas se encargan de
degradar los restos de materia organica presente en los efluentes, combinando procesos aerobicos y
anaeroébicos. El andlisis presentado aqui se basa en la reconstruccion de genomas completos y la

identificacion de rutas metabdlicas completas, en lugar de genes marcadores.

En primer lugar, se hizo un andlisis basado en el gen marcador 16S, para estimar el nivel de
complejidad del sistema, para determinar la variabilidad entre lagunas del mismo sistema y ademas la
variabilidad entre ambos sistemas. La distancia entre muestras de una misma laguna fue menor que la
distancia entre muestras de distintas lagunas. Por ello, para la secuenciacion mediante estrategia de
shotgun, se optd por secuenciar un pool de las tres réplicas de cada laguna, considerando cada
laguna como una muestra dentro del sistema. Esto permiti6 obtener una mayor cobertura en cada
muestra individual. Por otro lado, tanto la distancia de UniFrac entre muestras como la clasificacion
taxondmica de las lecturas de WGS mostraron que las comunidades en cada laguna de un mismo
sistema eran similares. Este era un resultado esperado, ya que las lagunas estan conectadas entre si,
permitiendo el paso de agua y de microorganismos. De aqui que se decidioé realizar un co-ensamblado
de todas las lecturas de un mismo sistema, lo que signific6 aumentar la cobertura de los
microorganismos compartidos para el ensamblado. Ademas, permitio, al contar con distintas muestras

dentro de un ensamblado, implementar una estrategia de binning que utilice la cobertura diferencial.

En total se reconstruyeron 110 MAGs, 35 de alta calidad (>90% de completitud; <5% de
contaminacion) y 75 borradores (>70% de completitud; <20% de contaminacion). Cabe destacar que el
incremento en el numero de estudios metagendmicos ha sido muy reciente. Las muestras analizadas
en el portal de datos metagenémicos del European Bioinformatics Institute (EBI-EMBL) ha visto el un
incremento de 10 veces entre los afios 2015 y 2017, alcanzando las 75.000 muestras (Mitchell y col.,
2018); en 2019, el numero de muestras ascendia a 140.000 (Ayling y col., 2020) y hoy supera las
300.000. Asi mismo, el numero de MAGs también vio un incremento en los dltimos afios. En 2015, la
base de datos GOLD (Genome OnLine Database) contaba con alrededor de 4.600 genomas

provenientes de metagenomas (Reddy y col., 2015) y en ese afio se publicé el primer estudio a gran
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escala, donde se ensamblaron mas de 1.750 genomas (Brown y col., 2015). Sin embargo, hoy en dia
es posible encontrar grandes estudios que reportan miles de genomas: Youngblut y col. (2020) que
obtuvieron mas de 5.000 genomas de intestino de animales salvajes y, por su parte, Chen y col. (2021)

obtuvieron mas de 6.000 genomas del tracto digestivo de cerdos domésticos.

La caracterizacion taxondmica de las comunidades se hizo utilizando dos aproximaciones: por una
lado la clasificacion de las lecturas sin ensamblar, utilizando KRAKENZ2, y por otro la clasificacion

filogendmica de los MAGs reconstruidos, con la herramienta GTDB-tk.

Los dos MAGs mas abundantes en las lagunas AUR son INTA.AUR.005 e INTA.AUR.009: ambos
fueron clasificados como Actinobacterias y ambos muestran un marcado incremento en su abundancia
en la segunda laguna. Este aumento en la abundancia del phylum Actinobacteria también se observé
en los resultados de KRAKENZ2. La presencia de miembros de este phylum en barros activados ha
sido relacionada a problemas operacionales en estos sistemas (Seviour y col., 2008). Por lo tanto, se
podria suponer que la alta abundancia de estos dos MAGs y los altos valores de DQO y DBO estarian
relacionados. Esta coincidencia entre KRAKEN2 y GTDB-tk no se observé en las lagunas CYC. En
estas, el MAG méas abundante fue INTA.CYC.001, clasificado como Saccharimonadia (anteriormente
denominado TM7). Sin embargo, esta clase, y el phylum Patescibacteria en general, estan casi
ausentes de las lagunas de acuerdo con los resultados de KRAKENZ2. Dado que la base de datos para
KRAKEN2 se basa en las secuencias disponibles en la base de datos de genomas de NCBI, estos

grupos descritos recientemente pueden estar subrepresentados, y esto dificultaria su identificacion.

Es importante notar que el porcentaje de lecturas clasificadas por KRAKEN2 es bajo (entre el 13,9% vy
el 30,8%), es por ello que estos resultados pueden ser Utiles para tener una estimacién de la
variabilidad taxonémica entre muestras, pero no seria prudente trazar conclusiones fuertes a partir de
ellos. Se considerd que una aproximacion basada en reconstrucciones de genomas y su clasificacion
filogenémica, con herramientas como GTDB-tk, es una estrategia superadora para determinar la

diversidad microbiol6gica de un ambiente (Strous y col., 2012, Sczyrba y col., 2017).

Luego del analisis taxondémico, se realizé una caracterizacion funcional de cada sistema de lagunas.
La prediccion de genes arroja dos tipos de secuencias, no parciales y parciales, dependiendo si el
algoritmo pudo identificar un codén de inicio y uno de fin en el gen. Entre ambos conjuntos de datos,
se predijeron un total de 2.134.079 genes, de los cuales solo 558.265 (26,2%) son genes no parciales.
Dado que una gran proporcién de los genes predichos eran parciales y no se cuenta con la secuencia
total del gen, puede ocurrir que no se tenga suficiente informacién para anotarlo. Es por ello que los
porcentajes de anotacion de genes parciales (12,5%) y no parciales (40%) difieren tanto. Una solucion
para limitar el nUmero de genes parciales seria imponer un umbral fijo (por ejemplo, genes en contigs
=>1kb). Sin embargo, de esa forma se pierden secuencias completas y no se elimina el problema de las

secuencias parciales. Dado que el principal objetivo de este capitulo es describir las rutas metabdlicas
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gue pudieran ocurrir en estos ambientes y que el nimero de genes no parciales es bajo (26% del

namero total), se consideraron todos los genes predichos a la hora de reconstruir rutas metabdlicas.

La anotacién funcional de los genes fue basada en modulos de KEGG, que se definen como una
coleccion de genes dentro de una ruta metabdlica, definidos manualmente (Kanehisa y col., 2021). Los
dos ciclos metabdlicos de mayor importancia dentro de una laguna de estabilizacién son el ciclo de
carbono y del nitrégeno, pero también resultan de interés el metabolismo del azufre, ya que el sulfato
puede ser usado como aceptor de electrones en condiciones anaerébicas, y la formacién de

compuestos de reserva como el acido polihidroxibutirico (PHB, Grady y col., 2011).

Tanto el ciclo del carbono como el del nitrbgeno comienzan con la degradacién de polimeros
(proteinas, polisacaridos) en monémeros (aminoacidos, monosacaridos). Los Bacteroidetes son un
grupo de organismos que han sido encontrados en distintos tipos de reactores y se ha propuesto que
poseen la capacidad de degradar compuestos organicos en mondémeros (Suny col., 2015). Esta clase
es la segunda mas representada dentro de ambos conjuntos de datos, con un total de 12 MAGS,
superada sélo por Clostridia (13). La caracteristica distintiva de los genomas reconstruidos para esta
clase es que presentan un gran nimero de CAZymas. Los MAGs INTA.CYC.034, INTA.CYC.039,
INTA.CYC.074 e INTA.CYC.095 son los que tienen mas GHs en ambos sistemas, lo cual sugiere que
estarian adaptados para incorporar carbono del ambiente, presente principalmente en forma de
lactosa. Por ello, se propone que los Bacteroidetes serian miembros claves de la comunidad

microbiana en lagunas de estabilizacion (tabla 7.6)

Tabla 7.6: Especies claves en lagunas facultativas. Organismos observados en ambas lagunas que poseen
completo moédulos para alguno de los procesos metabodlicos buscados en las lagunas facultativas.

Taxoén # MAGs en AUR # MAGs en CYC Rol en lagunas facultativas
Bacteroidales 5 12 Degradacion de polimeros

Degradacion de aminoacidos,

Clostridia 8 18 .
acetogénesis
Sphaerochaetales 3 3 Acetogenesis

Fotosintesis, fijacion de carbono,
Chromatiales 2 2 reduccién de sulfato a sulfuro,
denitrificacion
Sulfurospirillaceae 1 1 Reduccién de nitrato a amoniaco.

Reduccion de nitrato a amoniaco,

Desulfovibrionales 2 1 reduccion de sulfato a sulfuro, fijacion de
nitrégeno
Saccharimonadales 3 4 Desconocida
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El ciclo del carbono puede dividirse en 2 etapas, la degradacion de monémeros en diéxido de carbono
0 metano Y la fijacion de diéxido de carbono para obtener 4cidos volatiles. A su vez, la degradacion de
mondmeros puede dividirse en 3 pasos: acidogénesis (formacion de acidos volatiles), acetogénesis

(formacién de acetato) y metanogénesis (formacion de metano).

Virtualmente, todos los MAGs poseen algun mdédulo o gen relacionado con la obtencién de piruvato a
partir de mondémeros, como la glucdlisis, que es la principal forma de obtencion de energia en las
células. Por otro lado, solo pocos MAGs poseen las enzimas necesarias para la acetogénesis. Muchos
MAGs presentan genes para la oxidacion del piruvato en acetil-CoA y algunos las enzimas necesarias
para convertir el acetil-CoA en acetato, pero solo 7 MAGs poseen ambos. La mayoria de estos
genomas fueron clasificados como Clostridia, aunque también se encontraron miembros de la clase
Sphaerochaetales (perteneciente al phylum Spirochaetes), que han sido previamente reportados
capaces de oxidar piruvato (Narihiro y col.,, 2015). Dado que ambos grupos de organismos se
encontraron en ambos conjuntos de datos, incluyendo 4 de las especies compartidas entre ambas
lagunas, se propone que ambos serian miembros claves de las lagunas facultativas. Es importante
notar que la cantidad de genomas de Sphaerochaetales reconstruidos es menor que los de Clostridia 'y
en los primeros no se encontraron todas las enzimas para la conversion del acetil-CoA en acetato, por

lo cual su rol seria menor que el de las Clostridia.

Como fue planteado por Grady y col. (2011), puede ser considerado como positivo que las lagunas de
estabilizacién produzcan metano, ya que puede usarse como fuente de energia. La metanogénesis ha
sido solo descrita en Archaea (Buan, 2018). El numero de lecturas clasificadas en este dominio fue
siempre menor al 1%, salvo para la muestra CYC4, donde fue del 1,03%, y se logro reconstruir un solo
MAG arqueal: INTA.CYC.1002. Este genoma presenta algunos genes relacionados a la
metanogénesis a partir de metanol (M00356) y a partir de metilamina (M00563). Por otro lado, dentro
de los genes de CYC no asignados a un bin se encontraron casi todos los genes involucrados en la
formacion de metano a partir de acetato y a partir de dioxido de carbono. Estos resultados sugieren
gue la comunidad de CYC seria capaz de producir metano, a diferencia de la comunidad de AUR. Sin
embargo, dado el disefio de las lagunas facultativas, seria imposible recolectar el metano producido y
este seria liberado al ambiente. Es por ello, que en un contexto de calentamiento global, la inhabilidad

de una comunidad de producir metano no seria un aspecto negativo.

La etapa restante dentro del ciclo del carbono es la fijacion de diéxido de carbono. De los 6 sistemas
principales utilizados por autétrofos (Montoya y col., 2012), se encontraron genes de 4 de ellos. Si bien
fueron encontrados genes del ciclo de Arnon-Buchanan, de la ruta de Wood-Ljungdahl y del ciclo del
dicarboxilato-hidroxibutirato, ninguna de estas rutas estaba completa. El ciclo de Calvin se encontré
casi completo en 4 MAGs (INTA.AUR.070, INTA.AUR,082, INTA.CYC.166, e INTA.CYC.169), incluidas
las dos subunidades de la RuBisCo. Estos 4 MAGs fueron los Unicos en también tener un modulo

fotosintético completo y ser capaces de oxidar tiosulfato. Ha sido reportado que el tiosulfato puede ser
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usado como dador de electrones durante la fotosintesis (Falkenby y col., 2011). Ademas, estos
organismos fueron los Unicos en presentar los 3 genes, mas el amplificador, para la produccién de
PHB como reserva de carbono. Todos estos organismos fueron clasificados dentro del orden de los
Chromatiales, teniendo dos de ellos (INTA.AUR.070 e INTA.CYC.166) una ANI mayor al 99,9%. Dado
su contribucion crucial en la fijacion del carbono y su conservacibn en ambos sistemas, los

Chromatiales también son propuestos como organismos claves dentro de las lagunas.

El segundo ciclo importante en este tipo de ambiente es el ciclo del nitrégeno. Para poder comenzar el
ciclo es necesario primero degradar los aminoacidos para obtener amoniaco. Luego, ese amoniaco
puede ser convertido en nitrato en una etapa denominada nitrificacién. Ese nitrato puede ser reducido
nuevamente a amoniaco o convertido en nitrdgeno gaseoso, mediante el proceso de desnitrificacion.

El dltimo paso del ciclo comprende la fijacion del nitrégeno gaseoso en amoniaco.

Como se indica en la tabla suplementaria S2, en KEGG hay numerosos genes y moédulos para la
transformacion de distintos aminoacidos en amoniaco. Si bien, una gran proporcién de MAGs (63/110)
poseen al menos uno de estos mecanismos, los miembros de la clase Clostridia son los que muestran
mayor cantidad. Como se comentd anteriormente, estos organismos serian claves para los sistemas
facultativos por ser capaces de convertir acidos volatiles en acetato, pero también por su habilidad de

fermentar aminoacidos, como ya ha sido reportado (Militon y col., 2015).

El primer paso de la etapa de nitrificacion es llevado a cabo por la enzima metano/amonio
monooxigenasa (K10944, K10945, y K10946). Esta enzima no se encontré6 en ninguno de los 2
sistemas, por lo que esta etapa no podria llevarse a cabo en las lagunas estudiadas. Los
microorganismos capaces de oxidar amoniaco pertenecen a un limitado grupo taxonémico (Arp y col.,
2007; Zhou y col., 2015) y, aunque estos grupos fueron encontrados en la caracterizacion hecha con
KRAKENZ2, el numero de lecturas es muy bajo (0.0001%).

El médulo para la fijacion de nitrégeno fue encontrado completo en 4 MAGs. Es importante notar que
otros 6 MAGs poseen el gen nifH, que se utiliza como marcador para identificar microorganismos
fijadores de nitrégeno (Zehr y col., 2003), pero no poseen los otros genes del médulo. Es por ello que
limitar la busqueda Unicamente a genes marcadores podria resultar insuficiente, y es mas apropiada la
busqueda basada en rutas metabdlicas o cassettes de genes completos cuando se tienen datos de

secuenciacion de genoma completo.

El metabolismo de nitrato puede seguir dos caminos. La desnitrificacion, que permite la obtencién de
nitrégeno gaseoso, solo se encontrd6 completo en un MAG (INTA.CYC.169, perteneciente al orden de
los Chromatiales) y faltando un gen en otro (INTA.AUR.082, también perteneciente a los
Chromatiales). La otra forma de metabolismo del nitrato es su reduccion a amoniaco. En ambos
sistemas se encontraron MAGs con el médulo completo para la reduccién disimilatoria (M00530),

Estos MAGs pertenecen principalmente a Bacteroidetes y a la familia Sulfurospirillaceae, con
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representantes de ambas taxa en ambas lagunas. Dado que solo 4 Bacteroidetes de los 17
reconstruidos poseen estos genes, la reduccién disimilatoria no seria una ruta relacionada al linaje
completo, sino solo a algunos de sus miembros. Por su parte, los Sulfurospirillaceae no estan descritos
en la base de datos de taxonomia del NCBI (es propuesta por la base de datos GTDB), en cambio sus
miembros aparecen como miembros de la clase Epsilonproteobacteria, uno de los linajes mas
abundantes de acuerdo a los resultados KRAKEN2 en las lagunas de CYC. Dada su alta abundancia
segun el andlisis taxonémico y que los dos genomas reconstruidos son capaces de reducir el nitrato,
este grupo de organismos también seria clave para las lagunas facultativas. Otro linaje muy abundante
segun KRAKENZ2 y con el médulo de la reduccion disimilatoria presente, son los Desulfovibrionales. Si
bien en ninguno de los 3 MAGs asignados a este orden se encontrd el médulo completo, en todos los
casos fue por ausencia de una subunidad de algin gen y no por la ausencia de un paso completo.
Dada su presencia en ambas lagunas, su alta abundancia segin KRAKENZ2 y su participacion en este
paso del ciclo, también serian organismos claves, pero en menor medida que la familia

Sulfurospirillaceae.

Se encontraron 26 MAGs con genomas pequefios (<2Mb). Muchos de ellos pertenecen al
recientemente reportado Candidate Phyla Radiation (CPR, Brown y col., 2015) o Patescibacteria
(Rinke y col., 2013; Parks y col., 2017), pero también se encontraron otras phyla, como Firmicutes (7
MAGs con <2Mb). Como ha sido reportado (Nelson y Stegen, 2015), los miembros del phylum
Patescibacteria poseen un metabolismo muy limitado, con pocas rutas metabdlicas relacionadas a la
sintesis de lipidos y de acidos nucleicos. Asi mismo, tampoco se encontraron genes del ciclo del acido
citrico (Wrighton y col., 2012; Castelle y col., 2017), pero si se encontraron partes para la obtencion de
energia a partir de compuestos de 3 carbonos y, en el caso de INTA.CYC.027 (el unico MAG
clasificado en la clase Gracillibacteria), enzimas relacionadas al metabolismo de ribosa. De las 5
clases halladas, 3 se encuentran en ambas lagunas. Llamativamente, la clase Saccharimonadia es
uno de los linajes mas abundantes en las muestras de CYC, representando méas del 48% de la
muestra CYCL, siendo INTA.CYC.001 el MAG mas abundante en la primer laguna del sistema. La
presencia de este tipo de organismos se ha reportado en otros bioreactores en proporciones similares
(Remmas y col., 2017), lo cual indica que serian de importancia en las lagunas, pero su limitado
genoma, la falta de aislamientos y el poco conocimiento bioguimico del metabolismo de este linaje

dificulta la elaboracién de una hipotesis sobre su rol.

Finalmente, existen otras taxa compartidas entre ambos sistemas, pero en baja abundancia. En ambos
conjuntos de datos se encontraron organismos que han sido reportados como degradadores de
compuestos organicos, como es el caso de Verrucomicrobia (Cardman y col., 2014), Synergistetes
(Militon y col., 2015) y Erysipelotrichales (Seyedi y col., 2020). Sin embargo, ninguno de los MAGs
reconstruidos poseen completo alguna ruta de interés. Por ello, consideramos que la presencia de

estos no seria tan crucial como la de los grupos previamente descritos (Tabla 3).
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ICONCLUSIONES

Se realizé un analisis de las comunidades microbianas en las lagunas, utilizando una estrategia
centrada en la reconstruccion de genomas completos y la identificacion de rutas metabdlicas en ellos.
Este tipo de analisis permite un entendimiento méas profundo de los procesos metabdlicos en un
ambiente que el que permiten los estudios centrados en marcadores moleculares, ya sean funcionales

0 taxondémicos.

Como resultados, se reconstruyeron 110 MAGs y se identificaron todos los genes y rutas metabdlicas
relacionadas a los principales procesos que se llevan a cabo en lagunas facultativas. Se identificaron 7
linajes que serian claves en la degradacion de la materia organica en lagunas de estabilizacion
facultativas. Un mejor entendimiento de los microorganismos presentes, su potencial metabdlico y
cOmo interactlan entre si es necesario para identificar mas actores de importancia y permitiria mejorar
el funcionamiento de este tipo de sistemas, tan utilizados en paises en desarrollo, y minimizar el

impacto ambiental de los residuos arrojados en ellos.
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8 IDENTIFICACION, CLONADO Y EXPRESION DE
B-GALACTOSIDASAS

INTRODUCCION

Las B-galactosidasas pertenecen a la familia de las glicosil hidrolasas (GH, EC 3.2.1.-), enzimas que
rompen de manera especifica, enlaces glicosidicos en carbohidratos (Davies y Henrissat, 1995). En el
caso de la lactosa, esta hidrdlisis resulta en la liberacion de un grupo galactosil y un grupo glucosil. Si
el aceptor del grupo galactosil es una molécula de agua, el resultado de la reaccion es la hidrélisis de
la lactosa; sin embargo, si el grupo aceptor es otro sacarido, el resultado es la sintesis de GOS en una
reaccién denominada de transgalactosidacion (Gosling y col., 2010). Muchos estudios se han centrado
en el mecanismo hidrolitico de esta familia de enzimas (Mahoney, 1998), y de las GH en general
(Vocadlo y Davies, 2008), pero poca informacion hay disponible sobre su capacidad de

transgalactolizar.

Dada la gran diversidad de carbohidratos, existe una enorme variedad de enzimas capaces de
metabolizarlos. La base de datos CAZy (Lombard y col.,, 2014) provee acceso a secuencias e
informacion actualizada de las glicosil hidrolasas, clasificadas en familias de acuerdo a la identidad de
su secuencia (Henrissat, 1991; Henrissat y Bairoch, 1996). Sin embargo, esta clasificacion posee sus
limitaciones, ya que los miembros de una familia pueden tener actividades muy diferentes (diferentes
sustratos o diferentes transformaciones quimicas), y una misma actividad puede ser llevada a cabo por
enzimas de distintas familias (Lombard y col., 2014). Por ejemplo, segun CAZy, para la familia de las
GH1 hay mas de 45,000 secuencias reportadas, con mas de 20 actividades distintas. Por otro lado, la
actividad B-galactosidasa (EC:3.2.1.23) fue reportada en miembros de 5 familias distintas: GH1, GH2,
GH35, GH42 y GH59.

La cantidad de secuencias disponible para cada una de esta familia es muy dispar (Tabla 8.1). La
familia GH1 es la més representada en CAZy con mas de 45.000 secuencias, seguida por GH2 con
mas de 26.000. Estas dos familias también son las que mas estructuras disponibles tienen. A partir del
analisis de estas secuencias y estructuras disponibles, para GH2, se ha propuesto que existen 3
dominios que caracterizan a todos los miembros de la familia, pero que diferentes combinaciones de
otros dominios adicionales en el extremo C terminal de la enzima pueden contribuir a la diferenciacion
funcional (Talens-Perales y col., 2016). No hay reportes de este estilo para ninguna de las otras 4

familias con actividad 3-galactosidasa.

En el siguiente capitulo se describe la identificacion, seleccion, clonado y expresion exitosa de [3-

galactosidasas a partir de ADN metagendmico, y su caracterizacion funcional.
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Tabla 8.1: Familias con actividad B-galactosidasa reportadas en CAZy. Niumero de secuencias y
actividades reportadas para cada familia con actividad -galactosidasa. Para cada familia se indica la
cantidad de secuencias discriminadas por origen, Bacteria, Archaea y Eucariota, el nimero de
enzimas cuya actividad fue caracterizada y el nimero de estructuras disponibles.

GH1 GH2 GH35 GH42 GH59
Actividades reportadas 24 11 4 2 2
Secuencias totales 45.425 26.162 5.301 6.122 262
Bacteria (origen) 43.028 25.378 4.265 6.089 231
Archaea (origen) 175 91 25 24 0
Eucariota (origen) 2.162 661 1.007 8 Sl
Caracterizadas 326 180 75 63 5
Estructuras 76 55 16 11 1
Disponible comercialmente Sl Sl Sl NO NO

A partir de los ensamblados y los genes predichos obtenidos en el capitulo anterior, se realiz6 un
analisis en profundidad de las CAZymas en general, y de las (-galactosidasas en particular. Este
analisis permitio la seleccién de un grupo de genes candidatos que fueron clonados, expresados y

caracterizados funcionalmente.

IDENTIFICACION DE CAZYMAS

Como se describio en el capitulo anterior, de un total de 2.134.079 genes predichos, 21.196 fueron
clasificados como CAZymas. Se encontraron candidatos para los 4 principales tipos de enzimas
descritos en CAZy (Tabla 8.2), siendo GT (glicosil transferasas) el mas abundante, y GH el tipo de

CAZyma mas diverso, con 107 familias distintas identificadas.

De las 221 familias identificadas, 159 (>70%) estaban presentes en ambos sistemas. Para las GH, que
son el tipo de enzima de interés, de las 107 familias totales identificadas, 86 (>80%) se encontraron en
ambos metagenomas. Las familias de GH que estaban en un metagenoma pero no en el otro se

encontraron en cantidades muy bajas, entre 1 y 3 secuencias por familia.
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Tabla 8.2 Prediccion de CAZymas en ambos metagenomas. Clasificacion de las CAZymas putativas
identificadas en cada muestra. GH: Glicosil hidrolasas; GT: Glicosil transferasas; PL: polisacarido liasas; CE:
carbohidrato esterasas

AUR cyc Total
Tipo Genes Familias Genes Familias Genes Familias
GH 2.970 93 5.156 100 8.126 107
GT 3.896 46 6.132 60 10.028 66
PL 104 13 236 17 340 17
CE 940 15 1.762 15 2.702 15

Dentro de GH, sélo hay reportadas 5 familias con actividad 3-galactosidasa: GH1, GH2, GH35, GH42
y GH59. De estas, GH2 fue la mas abundante entre ambos metagenomas, con 183 genes candidatos,
seguida por GH1, con 142 secuencias, y GH42, con 54 genes (Tabla 8.3). Dado que el nimero de
secuencias no parciales para las familias GH35 y GH59 fue muy bajo, se decidié no incluirlas en para

los andlisis posteriores y para la expresion heteréloga.

Tabla 8.3 Numero de secuencias para las familias con actividad pB-galactosidasa. Clasificacion de las
CAZymas

Familia Cantidad de genes Genes no parciales

GH1 142 121
GH2 183 161
GH35 18 6
GH42 54 35
GH59 1 0

Para analizar la diversidad taxondmica de las enzimas se utilizé el linaje asignado al MAG al cual
pertenecian o, para aquellas secuencias que no se encontraban en algin MAG, se las clasificd
utilizando el mejor hit de BLAST contra la base de datos nr. Hubo 10 secuencias para las cuales no se
encontré ningan hit y quedaron como “no clasificadas” (Figura 8.1). Si bien se encontraron GH en 14
phyla distintas, mas de la mitad de las secuencias pertenecen a Bacteroidetes y Firmicutes. Es
interesante remarcar que las secuencias clasificadas como Bacteroidetes pertenecen casi
exclusivamente a la familia GH2 (92%).
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Figura 8.1: Distribucién taxondmica de las GH predichas. Las secuencias fueron clasificadas a nivel de
clase, usando la clasificacion de GTDBtk, en caso que se encontraran en un MAG, o usando el mejor hit de
BLAST con la base de datos nr, en caso contrario. El nUmero de secuencias para cada familia y cada linaje se
indica dentro de un circulo. Las estrellas indican los grupos en los que se seleccioné un candidato para clonar y
expresar. |: Bacteroidetes; Il: Patescibacteria; Ill: Verrucomicrobia; IV: Firmicutes; V: Chloroflexi; VI
Proteobacteria; VII: Spirochaetes.

La familia GH42 fue la mas equitativamente distribuida entre los distintos linajes, mientras que tanto
para GH1 y GH2 se encontraron dos clases dominantes: Gammaproteobacteria y Bacilli para la

primera, Bacteroidetes y Clostridia para la segunda.
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Para la familia GH2, Talens-Perales y col. (2016) describieron 5 distintas arquitecturas de dominio
(AD), de las cuales 3 tienen actividad galactosidasa sugerida (AD2, AD3 y AD5). La AD esta definida
por la combinacion de dominios presente en una secuencia. Los autores reportaron que 2 dominios
estan presentes en todas las GH2: un dominio N-terminal de unién a azucares (GH2N, PF02837) y un
barril TIM (GH2C, PF02836). La presencia o ausencia de otros 4 dominios define la AD de una GH2
(Figura 8.2).

De las 183 secuencias clasificadas como GH2, solo 79 (43%) pudieron ser asignadas a alguno de los
grupos propuestos (Tabla S8). El tipo mas abundante fueron las AD3, con 39 secuencias, seguido por
la AD1, con 20. De las AD con actividad galactosidasa, se encontraron 12 para la AD5 y ninguna para
la AD2. También se encontr6 un grupo de 6 secuencias que presentaban una AD no reportada por
Talles-Perales y col. Estas tienen el dominio DUF4981, como las AD3, pero carecen el dominio “BGal
Small N”.

AD 1 GH2N | GH2d [ GH2C | (20)

AD 2 GH2N | GH2d GH2C | + [Bgal-Small-N (0)
[ GH2N | GH2d [ GH2C | 4981 Bgal-Small-N (2)

AD 3 [ GH2N ——— GH2C —Bgal-Small-N— (29)
GH2N | GH2d GH2C | {Bgal-Smal-N-—————— (8)

AD 4 GH2N | GH2d GH2C (2)
AD 5 GH2N | GH2d GH2C |(4982 (12)

AD no
reportada GH2N | GH2d GH2C | 4981 (6)

Figura 8.2: Arquitecturas de dominio (AD) de las GH2. Clasificacion de las secuencias de la familia GH2, de
acuerdo a los dominios presentes en ellas. Entre paréntesis se encuentra el nUmero de secuencias encontradas
para esa AD. GH2N: PF02837; GH2d: PF00703; GH2C: PF02836; 4981: PF16353; 4982: PF16355; Bgal-Small-
N: PF02929. Figura adaptada de Talens-Pelares y col (2016).

AMPLIFICACION, CLONADO Y EXPRESION DE GENES

Teniendo en cuenta la diversidad taxondmica y de familia de las secuencias encontradas, se
seleccionaron 18 genes para intentar su clonado y expresién (Tabla 8.4). De estos 18 genes, 15

fueron amplificados correctamente; solo las Bgal2, Bgal3 y Bgall3 no pudieron ser amplificadas.
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Tabla 8.4: Genes elegidos para el clonado y expresion. La eleccion de las secuencias se realizé intentando
representar la diversidad funcional y taxondémica de las B-galactosidasas encontradas. El largo esta expresado
en numero de aminodacidos y el peso molecular (PM) en KDa. La arquitectura de dominio de las GH2 esta
indicada por el nimero junto al nombre de la familia (nc: no clasificada)

Gen Familia Largo PM (kDa) Linaje Z:;?r:;e
AUR.contig-100 513 12 GH1 453 51,64Spartobacteria Bgall
AUR.contig-100_17147_1 GH1 449 49,94Chloroflexia Boal2
AUR.contig-100_3427_6 GH1 477 51,99Actinobacteria Bgal3
AUR.contig-100_2450 8 GH1 468 54,15Tissierella Bgal4
AUR.contig-100_1620_7 GH42 677 77,67Clostridia Bgal5
AUR.contig-100_1130 5 GH2 nc 619 71,33Bacteroidia Bgalé
CYC.contig-100 2881 9 GH1 469 52,92Gammaproteobacteria [gal7
CYC.contig-100_4237_11 GHA42 698 80,42Bacteroidia Bgal8
CYC.contig-100_9789_2 GH1 480 54,69Bacilli Bgal9
CYC.contig-100 1083 6 GH2 1 605 67,99Gammaproteobacteria [3gall0
CYC.contig-100 2840 6 GHA42 670 76,14Gammaproteobacteria [3galll
AUR.contig-100_220_22 GH2_3 1036 117,69Spartobacteria Boall2
AUR.contig-100_5793 4 GH2_3 1022 113,33Actinobacteria Bgall3
CYC.contig-100 1928 8 GH2_ 3 1035 118,82Clostridia Bgalld
AUR.contig-100 1432 6 GH2 3 1025 118,96Clostridia Bgalls
CYC.contig-100_1151 7 GH2 5 823 93,95Bacteria Bgall6
CYC.contig-100_156 7 GH2 5 835 94,96Bacteroidia Bogall7
CYC.contig-100_20362_2 GH2_5 838 94,98Bacteroidia Bgall8

Los 15 genes amplificados fueron incorporados al vector pGEM-T y clonados en E. coli DH5a. Para
corroborar que el proceso de ensamblado y amplificacién fue correcto, se seleccionaron 5 genes para
secuenciar por capilares. Para cada B-galactosidasa, se tomaron 3 colonias y se chequeo la presencia
del gen de interés mediante colony PCR. Para todos los clones positivos, los plasmidos fueron
purificados y secuenciados. Todos los genes mostraron leves diferencias (Tabla S7), en promedio
menos de 3 mutaciones y menos de 2 mutaciones no sinénimas, lo que confirma que los genes

obtenidos mediante herramientas bioinformaticas eran correctos.
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El siguiente paso fue incorporar los genes amplificados al vector pET-TEV, con el que se transformé
E. coli BL21 para su expresion. El analisis de las fracciones soluble e insoluble por SDS-PAGE mostro
gue 5 fueron expresados exitosamente produciendo proteinas del tamafio esperado (Figura 8.3a). Por
su parte, Bgall fue expresada en E. coli pero no de manera soluble, sino que se concentré en
periplasma. Para lograr obtener una proteina soluble se opt6 por utilizar S. cerevisiae BJ3505 como
cepa de expresion, ya que para este sistema se cuentan con plasmidos que incluyen péptidos sefial

gue permiten exportar los polipéptidos expresados al medio.

|ENSAYOS DE ACTIVIDAD ENZIMATICA

Para realizar ensayos de actividad, las proteinas clonadas en E. coli se produjeron en medio liquido y
fueron purificadas mediante cromatografia de afinidad. La enzima expresada en S. cerevisiae, fue
utilizada directamente desde el sobrenadante. Las proteinas Bgall, Bgal5 y Bgal7 mostraron mayor
nivel de expresion y, por ello, presentaron mayor cantidad de proteinas purificadas (tabla 8.5). Para las
proteinas galll y Bgall2, una gran proporcion de la expresion se acumulé en la fraccion no soluble,

impidiendo su purificacion por afinidad.
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Figura 8.3: Expresion de B-galactosidasas de origen metagenémico. Gel de poliacrilamida con expresiones.
a) Expresion en E. coli de 5 enzimas. C: extracto crudo; P: purificacion por afinidad; M: Marcador de peso
molecular. b) Expresion en S. cerevisiae de Bgall a distintos tiempos. C: extracto crudo; SN: sobrenadante; M:
marcador de peso molecular.

En 5 de las 6 enzimas expresadas se confirmé actividad B-galactosidasa utilizando ONPG como
sustrato. La mas destacada fue la Bgal5, que mostro niveles de actividad dos 6rdenes de magnitud por

encima del resto.

Para determinar el pH 6ptimo, se utiliz6é ONPG como sustrato y se midio actividad enzimatica en el
rango de pH 4 a 8. Se realizé un analisis similar para determinar la temperatura 6ptima, midiendo la
actividad entre 30°C y 60°C. Todas las enzimas mostraron pH 6ptimos ligeramente acidos, entre 6 y
6,5, siendo Bgall la enzima con mayor rango de pH estable: su actividad se mantiene similar entre pH
5,5y 7, con un nivel de actividad ligeramente mayor en 6,5. En cuanto a las temperaturas optimas,

Bgall fue la unica mesofilica, teniendo su pico de actividad a los 35°C. EIl resto mostraron actividad
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ligeramente termofilica, con picos de actividad a partir de los 45°C, siendo 3gall2 la que mostré mayor

temperatura 6ptima (55°C).

Tabla 8.5: Actividad especifica sobre ONPG

Enzima Familia Cor’1centraci6n de _A(Eti_vidad T Tem_peratura
proteina pura (mg/mL) enzimatica (U/mg) optima (°C)
Boall GH1 1,55 4,65 + 0,17 6,5 35
Bgald  GH1 0,22 4,10 + 0,08 6 45
Bgals GH42 1,47 294,90 + 19,06 6,5 40
Boal7 GH1 2,03 4,49 + 0,06 6,5 55
Bgalll GH42 0,18 ND ND ND
Bgall2 GH2 0,13 5,71+0,13 6 50

Una vez determinada la actividad con el sustrato colorimétrico, se hicieron pruebas con un sustrato
natural, como es la lactosa. La mezcla de reaccién estuvo compuesta por lactosa 160mM disuelta en
buffer Z, y la reaccion fue llevada a cabo a temperatura 6ptima. Nuevamente, la actividad de Bgal5 fue
ordenes de magnitud superior a la del resto (tabla 8.6). Es por ello que se opt6 por caracterizar sélo la

actividad de esta enzima.

En primer lugar, se evalud la termoestabilidad de la enzima. Como muestra la Figura 8.5, usando la
temperatura Optima de 40°C, la enzima mantiene un 85% de su actividad luego de 1 hora de
incubacién, y se mantiene por encima del 55% de actividad luego de 8 horas. Sin embargo, cuando se

mide la actividad a 45°C, luego de tan solo 1 hora de incubacién, la actividad cae al 20%.
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Figura 8.4: Determinacion de pH y temperatura dptimos. La actividad enzimatica fue medida utilizando ONPG
como sustrato. El valor de actividad mas alto para cada enzima fue considerado 100%. Los datos fueron
tomados mediante réplicas biolégicas (n=3).

Tabla 8.6: Actividad especifica sobre lactosa

Enzima Actividad con lactosa (U/mg)

Bgall 8,23 + 0,08
Bgald 0,96 + 0,02
Bgal5 142,33 + 18,67
Bgal7 0,50 + 0,01
Bgall2 2,34 +0,22

También se testeo el efecto de 4 cationes en la actividad enzimatica. La adicién de Ca2+ incremento la

actividad un 26%, mientras que Zn2+ provocO un aumento del 12% y al agregar K+ se obtuvo un

64



incremento del 10% comparado con el control sin cationes (Tabla 8.7). En contraposicion, al agregar

Mg2+ la actividad fue inhibida en un 14%.

Tabla 8.7: Efecto de iones en la actividad de Bgal5.

Reactivo afadido Concentracion (mM) Actividad relativa (%)

MgCI2

ZnS0O4

CaCl2

KCI

10
1
10
1
10
1
10

86.4+7.7
99.0+£3.0
108.1+4.4
111.9+7.4
121.1+3.7
126.6+3.5
102.1+3.2
109.7+10.9

Para calcular los parametros cinéticos de Pgal5, se utilizaron distintas concentraciones de ONPG,

abarcando de 2,5mM a 20mM. Se obtuvo una Vmax=93,46 puM/min, y Km= 14, 55 mM. Se realizo el

mismo procedimiento utilizando lactosa y se obtuvo una Vmax=18,33 pM/min, y Km= 400 mM.

También se evalué la especificidad de sustrato, utilizando 7 compuestos distintos. La mayor actividad

se observo al utilizar 4-nitrofenil-B-D-glucopiranosa, mientras que también se encontrd actividad, pero

en menor medida, con 4-nitrofenil-B-D-fucopiranosa.

Porcentaje de actividad

Tiempo

Figura 8.5: Termoestabilidad de la enzima Bgalb5.
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Finalmente, se evalu6 la actividad transgalactosidasa de la enzima, utilizando HPLC, con lactosa como
sustrato de hidrélisis y aceptor de residuos de galactosa, para la generacion de GOS. En condiciones
de actividad 6ptimas, 40°C y pH 5,5, y una concentracion inicial de lactosa del 40%, gal5 fue capaz

de transformar tan sélo el 2% de la lactosa en un trisacarido luego de 8 hs de incubacion.

IDISCUSION

Debido a la composicion de las aguas residuales que se vierten en las lagunas de pequefias empresas
lacteas, que contienen resto de leche o subproductos como el lactosuero, se podria esperar que los
microorganismos en este tipo de ambiente cuenten con diferentes tipos de enzimas que actien sobre
carbohidratos. Los resultados obtenidos muestran que 1 de cada 100 genes predichos fueron
clasificados como CAZymas, una proporcion similar a la observada en otros ambientes, como rumen
de vacas (Hess y col., 2011) e intestino de cerdos (Yang y col., 2016). También observamos que 1 de
cada 65 CAZymas pertenece a alguna de las familias de interés: GH1, GH2, GH39, GH42 y GH59.
Como el nimero de secuencias asignadas a las familias GH39 y GH59 es muy bajo (6 y 0 genes no
parciales respectivamente), no fueron consideradas para los siguientes andlisis ni para el clonado y
expresion. En total, se identificaron 379 secuencias candidatas, distribuidas en 14 phyla, con 10
secuencias que no pudieron ser clasificadas taxonémicamente, ya que no contaban con ningun

resultado cercano (al menos 50% identidad) en la base de datos de nr de la NCBI.

La identificacion de las enzimas se baso en la presencia de dominios cataliticos, obtenidos de la base
de datos dbCAN. A su vez, estos perfiles fueron construidos a partir de las secuencias disponibles en
la base de datos CAZy. Esta Ultima base de datos plantea una clasificacién de enzimas en familias de
acuerdo la similitud de las secuencias y la caracterizacion bioquimica de, al menos, un miembro de
dicha familia. Sin embargo, ocurre que miembros de una misma familia pueden actuar sobre distintos
sustratos, lo que dificulta la anotacién funcional automatica. Por ejemplo, la familia GH1 posee 20
actividades diferentes y la familia GH2, 10 actividades diferentes. Esta ultima familia ha sido estudiada
en profundidad y se ha sugerido que las distintas actividades podrian estar relacionadas con la
combinacién de pequefios dominios (Talens-Pelares y col., 2016). Usando los criterios establecidos
por estos autores, el numero de genes candidatos para la familia GH2 que tendrian actividad B-
galactosidasa pas6 de 183 a 79 (43%). En la medida que incremente el nimero de enzimas
caracterizadas en profundidad, procesos similares podrian llevarse a cabo para otras familias, lo cual
daria lugar a la identificacién de residuos o dominios claves y la mejora de la prediccion funcional de
CAZymas.

Utilizando la clasificacion taxonémica y de familia, se seleccionaron 18 genes candidatos, de los
cuales 6 se pudieron expresar y 5 mostraron actividad tanto con ONPG como con lactosa, lo cual
representa, aproximadamente, un 28% de efectividad en el clonado y expresion. El pH éptimo de las

distintas enzimas oscil6 entre 5y 7, mientras que la temperatura 6ptima varié entre 30°C y 55°C. Dado
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qgue el pH natural de la leche es de alrededor de 6,8, para utilizar una [3-galactosidasa para hidrolizar
lactosa en leche es necesario que su actividad ronde este valor. Por lo tanto, las enzimas mas
adecuadas para este eventual uso serian las Bgall, Bgal5 y Bgal7. La actividad especifica con ONPG
como sustrato de Bgal5 fue de 280 U/mg, mientras que con lactosa bajo casi a la mitad: 142 U/mg.
Este comportamiento se ha visto en otras enzimas de la familia GH42 (Park y Oh, 2010; Di Lauro y col,
2008).

A la fecha, existen pocos reportes de otras [3-galactosidasas de origen metagenémico (tabla 8.8). Se
han reportado dos enzimas termdfilas, ambas extraidas de muestras de suelo: Gal308 cuya
temperatura éptima es de 78°C (Zhang y col., 2013) y ZD410, una enzima que, aunque su temperatura
optima sean 50°C, conserva actividad a 20°C y 0°C (Wang y col., 2010). M1 es una enzima aislada de
suelo capaz de hidrolizar completamente lactosa de leche en 25 horas (Erich y col., 2015). Por otra
parte, Lac161_ORF7 es una B-galactosidasa que no pudo ser encontrada por andlisis bioinformatico,
pero si mediante pruebas funcionales (Cheng y col., 2017). La enzima BGall17E2 fue identificada en
muestras de ikaita submarina, y se reporté que es activa a bajas temperaturas y en condiciones
alcalinas (Vester y col., 2014). Por ultimo, BgaC es una enzima aislada de microbioma humano y
activa en condiciones fisiol6gicas (Mulualem y col.,, 2021), mientras BGal_375 es la Unica -
galactosidasa identificada mediante metagendmica basada en secuencias a partir de muestras de
suelo (Liu y col., 2019). La mayoria de estas enzimas mostraron actividad tanto con ONPG como con

lactosa, pero ninguna mostré niveles de actividad mayores a gal5.
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Tabla 8.8: Comparacion de Bgal5 con otras enzimas de origen metagendmico. El pH y temperatura (Temp.) mostrados son los indicados como 6ptimos en
cada reporte. PM: Peso molecular; ND: No disponible. Referencias (Ref.): [1] Eberhardt y col. (2021); [2] Zhang y col. (2013); [3] Wang y col. (2010); [4] Liu y col.
(2019); [5] Erich y col. (2015); [6] Vester y col. (2014); [7] Cheng y col. (2017); [8] Mulualem y col. (2021)

Temp. Km ONPG Km Lactosa Actividad Actividad

Enzima Ambiente Tipo de ensayoFamilia pH C) (mM) (mM) ONPG (Ulmg) Lactosa (Ulmg) Ref
Bgal5 Lagunas de estabilizaciébn Secuencia GH42 6,5 40 14,55 403 2949 142,3 [1]
Gal308 Suelo Funcional GH42 6,8 78 2,7 7,1 185 47,6 [2]
zd410 Suelo Funcional GH42 7 38 1,7 12,2 243 25,4 [3]
BGal_375 Suelo Secuencia GH2 8 50 1,65 ND 15,6 0,96 [4]
M1 Suelo Funcional GH2 7 37 ND 14,3 ND ND [5]
BGalll7E2 Ikaita submarina Funcional GH1I 6 37 ND ND ND ND [6]
Lacl61l _ORF7 Suelo Funcional GH2 6 50 ND 1,8 ND ND [7]
BgaC Microbioma humano Funcional GH2 7 37 2,5 3,7 107 22 [8]
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La mayor limitante de la metagendmica basada en secuencia es la seleccién de candidatos. A partir de
los analisis in silico es posible encontrar miles de candidatos, pero como el método de clonado y
expresion heteréloga no es facilmente escalable, es imposible probar todos las enzimas putativas. Por
otra parte, la diversidad funcional dentro de una familia a CAZymas agrega otra capa mas de dificultad
a la hora de buscar una actividad en particular, como pueden ser las [3-galactosidasas. Una alternativa
es utilizar un enfoque basado en metagendmica funcional, donde el ADN metagenémico es clonado en
vectores de expresion y se realiza una deteccion funcional con distintos sustratos de los clones
obtenidos. Sin embargo, esta es una estrategia poco eficiente: a partir de una muestra ambiental se ha
reportado un clon positivo para glucosidasas cada 31.190 clones estudiados (Ferrer y col, 2016). Son
muchos los factores que pueden influir en la baja eficiencia, como el nivel de expresién del gen,
ensayos de actividad ineficientes (Ngara y Zhang., 2018) o la seleccion del sustrato adecuado para
una enzima (Nguyen y col. 2012; Ferrer y col. 2016). Si bien cada resultado positivo usando este
enfoque es una enzima activa, la baja eficiencia y la cantidad de factores que pueden afectar a las
pruebas de actividad hacen de la metagenémica basada en secuencia un enfoque mas atractivo que
la metagendmica funcional. En este capitulo se demostré que haciendo una seleccién correcta de
enzimas candidatas, es factible la obtencién de proteinas activas sin la necesidad de un gran nimero

de candidatos.

ICONCLUSIONES

Utilizando una estrategia de identificacion, clonado y expresion de enzimas a partir de
datos metagendmicos, fueron exitosamente expresadas 5 B-galactosidasas, alcanzando
una tasa de éxito de alrededor del 28%. Todas las enzimas son activas tanto con ONPG,
un sustrato artificial, como con lactosa, un sustrato natural. Entre las enzimas obtenidas,
Bgal5 mostré niveles de actividad significativamente mayores a los de las demas, Bgal5
representa un punto de partida de interés para futuros ensayos, como por ejemplo de
mutageénesis, para mejorar su actividad especifica con lactosa, maximizar los niveles de

hidrélisis o aumentar la actividad transgalactosidasa.
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o IDENTIFICACION, CLONADO Y EXPRESION DE
PROTEASAS

INTRODUCCION

Las proteasas o peptidasas (EC: 3.4) son enzimas degradativas que hidrolizan enlaces peptidicos
(Barrett y McDonald, 1986). El uso de proteasas se ha extendido por miles de afios, desde la
quimosina que forma parte del cuajo y es usada en la produccién de quesos (Mishra y col., 2016),
hasta la aplicacion actual en distintas industrias, como la alimenticia, farmacéutica, produccion de
cueros y detergentes, entre otras tantas (Razzaq y col., 2019). Si bien es posible realizar hidrélisis
quimica de proteinas, ya sea acida o alcalina, ésta tiende a ser dificil de controlar y pueden producir
residuos reducidos o aminoacidos inusuales, como la lisinoalanina (Provansal y col., 1975; Tavano,
2013). En cambio, el uso de proteasas permite la hidrélisis de enlaces peptidicos especificos, evitando
exponer las proteinas a ambientes extremos que puedan modificar los aminoacidos y manteniendo, en
el caso de la industria alimenticia, el valor nutricional de las proteinas a hidrolizar (Maldonado y col.,
1998). Actualmente, se distinguen dos grandes tipos de enzimas con actividad proteolitica: las
exopeptidasas, que hidrolizan enlaces terminales en una proteina, y las endopeptidasas, que clivan
enlaces no terminales (McDonald, 1985). En la primer categoria pueden distinguirse las
aminopeptidasas, que actlian sobre el extremo N-terminal, las carboxilpeptidasas, que actlan sobre el
extremo C-terminal, las dipeptidil-peptidasas, que liberan dipéptidos, y las tripeptidil-peptidasas, que

liberan tripéptidos (Tavano y col., 2018).

En 1993 se establecié una clasificacion jerarquica para peptidasas, que consistié en agrupar enzimas
homoélogas en “especies”, luego clasificar las especies en “familias” y, por ultimo, agrupar las familias
en “clanes” (Rawlings y Barrett, 1993). Las proteasas se distinguen principalmente por su residuo
catalitico: aspartil peptidasas, cistein peptidasas, glutamil peptidasas, metalopeptidasas, asparagin
peptidasas, serin peptidasas, treonin peptidasas, peptidasas mixtas (que poseen mas de un tipo de
residuo catalitico) y aquellas que se desconoce su residuo catalitico (Rawlings y col., 2016). MEROPS
es una base de datos curada, que contiene la informacién de proteasas e inhibidores, incluyendo su
familia, clan, secuencia e informacion sobre su actividad. Sin embargo, a diferencia de lo que ocurre
para las [3-galactosidasas discutidas en el capitulo anterior, no existe una base de datos con perfiles
de HMM para todas las familias de proteasas. El uso de perfiles de HMM es recomendado dado que
se construyen a partir de alineamientos de secuencias, lo que permite obtener informacion sitio-
especifica de las familias de proteinas, que los métodos basados en alineamientos de pares de
secuencias no consideran, y la identificacion de homdlogos lejanos (Eddy, 2009). En cambio,
MEROPS ofrece una herramienta de bldsqueda basada en comparacion de secuencias de a pares,
utilizando BLAST.
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Uno de los objetivos del presente trabajo es la identificacion de proteasas en el metagenoma de
lagunas de estabilizacion de PYMES lacteas para su utilizacion en la valoracion de lactosuero.
Diferentes enzimas, tanto comerciales como obtenidas a partir de aislamientos o cultivos celulares,
han sido reportadas capaces de hidrolizar el WPC (Sinha y col.,, 2007; Madureira y col., 2010;
Corrochano y col., 2018). Las mas utilizadas son la tripsina (perteneciente a la familia S01), subtilisina
(S08), pepsina (A01), quimotripsina (S01), proteinasa K (S08), papaina (C0l). También se ha
reportado el uso de cdcteles, como Corolasa PP y Flavourzyme (Mers y col., 2015), pero su

composicion no ha sido detalladamente reportada.

En el siguiente capitulo se describe la identificacion, seleccion, clonado y expresion exitosa de

proteasas a partir de ADN metagendmico, y su caracterizacion funcional.

IDENTIFICACION DE PROTEASAS

En primer lugar, se realizé una busqueda general de todas las familias de proteasas en la totalidad de
genes descritos previamente. Se identificaron en total 19.177 genes candidatos, 7.236 para AUR vy
11.941 para CYC (Tabla 9.1). Se encontraron candidatos para los 9 tipos de proteasas listados en
MEROPS, aunque para el grupo de las glutamil proteasas solo se identificaron 2 genes. El grupo mas
abundante y mas diverso fue el de las metaloproteasas, con un total de 7010 secuencias, distribuidas

en 82 familias distintas, seguido por las serin proteasas, con 6.246 secuencias y 47 familias.

Tabla 9.1 Prediccion de proteasas en ambos metagenomas.

AUR cyc Total
Tipo Genes Familias Genes Familias Genes Familias
Aspartil proteasas (A) 182 10 338 13 520 13
Cistein proteasas (C) 1387 28 2222 30 3609 33
Glutamil proteasas (G) 0 0 2 1 2 1
Metaloproteasas (M) 2648 72 4362 76 7010 82
Asparagin proteasas (N) 48 2 & %) 121 g
Serin proteasas (S) 2362 42 3884 46 6246 a7
Treonin proteasas (T) 185 7 238 6 423 7
Mixtas (P) 33 2 56 3 89 3
Desconocido (V) 391 6 766 7 1157 8

Para el presente trabajo, se optd por continuar con secuencias de familias con actividad reportada

sobre proteinas de suero. De las 4 familias nombradas anteriormente, se encontraron candidatos para
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todas, salvo para AO1 (Tabla 9.2). Dado que las mas abundantes fueron las dos serin proteasas, S0l y

S08, se decidié continuar con ellas dos para la busqueda de candidatos para el clonado y expresion.

Tabla 9.2 Numero de secuencias para las familias de proteasas de interés. Las familias seleccionadas para
continuar con el clonado y expresion se indican en negrita.

Familia Cantidad de genes Genes nho parciales

AO1 0 0
Cco1 122 67
S01 505 229
S08 224 117

La siguiente etapa consistio en la clasificacion taxonémica de los miembros de las familias SO1 y S08.
Las proteasas se distribuyeron en 21 phyla y 49 clases distintas (Figura 9.1). Se encontrd una sola
proteasa de Archaea, una S08 perteneciente al phylum Euryarchaeota; 776 serian de origen
bacteriano mientras que 2 no tuvieron ningun hit en la base de datos nr, por lo que permanecieron
como no clasificadas. Tanto para la familia SO1 como para S08, las tres clases mas abundantes fueron
Clostridia, Gammaproteobacteria y Bacteroidetes, representando en ambos casos, aproximadamente

la mitad de los genes encontrados.
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Figura 9.1: Distribucidon taxondmica de las proteasas predichas. |: Bacteroidetes; Il: Verrucomicrobia; IlI:
Firmicutes; IV: Patescibacteria; V: Proteobacteria; VI: Spirochaetes; VII: Synergystetes.

|AMPLIFICACION, CLONADO Y EXPRESION DE GENES
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Nuevamente, intentando representar ambas familias de interés y su diversidad taxonomica, se
seleccionaron 10 genes candidatos para continuar con el clonado y expresion (Tabla 9.3). De ellos, 7
fueron exitosamente amplificadas del metagenoma: solo Pr02, PrO3 y PrO7 no pudieron ser

amplificadas.

Tabla 9.3 Proteasas seleccionadas para el clonado y expresién.

Gen Familia LargoPM (kDa)Linaje Nombre enzima
AUR.contig-100_17930_3 S08 564 58,5Synergistia Prol
AUR.contig-100_23747_2 S08 759 80,95Chloroflexia Pro2
AUR.contig-100_4 168 S01 553 57,39Gammaproteobacteria Pro3
AUR.contig-100_591 6 S08 391 39,63Actinobacteria Pro4
AUR.contig-100_7246_4 S01 418 43,45Saccharibacteria Pro5
CYC.contig-100_1230_19 S01 550 61,31Bacteroidia Pro6
CYC.contig-100 2339 2 S08 1662 175,05Kiritimatiellae Pro7
CYC.contig-100_44516 2 S01 473 51,34Epsilonproteobacteria Prog
CYC.contig-100_7627_4 S01 431 46,39Spirochaetia Pro9
CYC.contig-100_8118 5 S01 365 37,54Erysipelotrichia Pr10

Se intentd clonar los 7 genes amplificados en E. coli BL21, pero ninguno pudo ser expresado
exitosamente. Luego, se intentd la expresion de los candidatos, usando S. cerevisiae como sistema
alternativo (Tabla S6) y uno de los genes, Prl0, pudo ser expresado exitosamente (Figura 9.2). La

proteina fue concentrada mediante filtrado del sobrenadante de cultivo.
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S. cerevisiae Pr10 Pr10
C SN MPM C SN Conc

Figura 9.2: Expresion de las proteasas de origen metagenédmico. Gel de poliacrilamida de la expresion de la
proteasa Prl0. La concentracion se hizo filtrando el sobrenadante de un cultivo de 184 hs de la cepa de
expresion con filtros de 3kDa. M: marcador de peso molecular; P: pellet; SN: sobrenadante; Conc: enzima
concentrada.

|ENSAYOS DE ACTIVIDAD ENZIMATICA

Para comprobar la actividad proteasa, se realiz6 un ensayo con azocaseina. En primer lugar, se
evalud la actividad a distintas temperaturas (Figura 9.3a). La actividad maxima se observo a 50°C,
aunque a 25°C y 30°C la enzima conserva mas de un 90% de su actividad. A temperaturas mayores a

50°C se observo una caida fuerte en el nivel de actividad.

Luego, se evaluod la actividad de la enzima a diferentes niveles de pH. A diferencia de lo que se
observa con la temperatura, la actividad se mantiene estable en todo el rango evaluado, alcanzando el
valor maximo en 6 y 6,5, pero manteniendo mas del 90% de su actividad en el rango de pH 5 a 9
(Figura 9.3b).
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Figura 9.3: Determinacion de temperatura (a) y pH (b) 6ptimos para Prl0. La actividad enzimatica fue
medida utilizando azocaseina como sustrato. El valor de actividad mas alto para la enzima fue considerado
100%. Los datos fueron tomados mediante réplicas biolégicas (n=3).
Por ultimo, se probo la actividad con un sustrato natural, como la leche. La enzima fue sembrada en
placas de agar-leche (1%) y se incubé durante 24 horas. El halo observado en la placa (Figura 9.4)

indica que la enzima podria ser capaz de hidrolizar tanto caseina como proteinas del suero.
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Figura 9.4: Determinacidn de actividad con sustratos naturales. La actividad de la enzima se evalu6 para
leche, utilizando placas de agar. Como control negativo (-) se utiliz el sobrenadante de la cepa de S. cerevisiae
sin transformar y como control positivo (+) la enzima comercial Novozym (10028, Novozyme).

IDISCUSION

La secuenciacion de metagenomas y la aplicacién de técnicas de ADN recombinante ha permitido el
descubrimiento de nuevas enzimas con caracteristicas diferenciales (Ferrer y col., 2007). Un grupo de
especial interés son las proteasas, que representan el 60% del mercado mundial de enzimas y se
utilizan para la produccion de alimentos, detergentes, farmacos y agroquimicos, entre otros (Sanchez y
Demain, 2017).

De los mas de 2 millones de genes predichos, en total se encontraron 19.177 proteasas putativas
(~0,9%), un namero similar a las CAZymes encontradas (21.296). Como se comentd en otros
capitulos, la calidad de la anotacion de una secuencia depende de la calidad de datos disponibles
contra los cuales comparar. Las proteasas son enzimas con una gran diversidad estructural y
funcional, lo que dificulta establecer un sistema general de clasificacion (Gurumallesh y col., 2019).
Han sido clasificadas de acuerdo a su forma de hidrolizar péptidos en “exopeptidasas” y
“endopeptidasas” o, en base a su pH Optimo, en proteasas acidas, neutras o alcalinas (Rao y col.,
1998). El mayor esfuerzo para caracterizar estas enzimas en base a su secuencia y estructura es la
base de datos MEROPS, que plantea una clasificacion en 9 familias distintas, de acuerdo
principalmente al residuo catalitico de la enzima. Sin embargo, no existe informacion bibliografica que
permita vincular dichas familias con actividades especificas. Asi mismo, existen subfamilias
propuestas basadas en una enzima caracterizada (por ejemplo, para S08 estan propuestas las
subfamilias SO8A y S08B), pero no se indica claramente qué diferencia estas subfamilias. Otra
limitante de este sistema de clasificacion es que las familias y subfamilias propuestas agrupan

secuencias muy diversas, lo cual dificulta la construccion de perfiles de HMM para la anotaciéon
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automatica de genes. El interés actual en péptidos activos, capaces de llevar a cabo acciones
especificas como antihipertensivos u opioides (Brandelli y col., 2015), hacen cada vez mas necesario
disponer del mayor conocimiento posible sobre la secuencia y estructuras de distintas proteasas,

permitiendo una mejor prediccion automatica de enzimas mediante herramientas bioinformaticas.

Los 9 grupos de enzimas reportados por la base de datos MEROPS fueron encontrados, pero en
cantidades muy disimiles: las metaloproteasas (7010 genes) y las serinproteasas (6246) fueron las
mas abundantes, mientras que las mixtas (89) y las glutamil proteasas (2) fueron las familias menos
numerosas. En cuanto a las 4 familias de interés, las SO1 (similares a tripsina) fueron las mas
abundantes, con 505 genes candidatos, seguidas de las S08 (similares a subtilisina), con 224 genes
candidatos. No se encontr6 ninguna proteasa de la familia AO1 (similares a pepsina), mientras que
para las CO1 (similares a papaina) se encontraron candidatos, pero mas de la mitad (67 de 122) eran
genes parciales. En este primer intento de expresion de proteasas se optd hacer foco en S01 y S08,
dejando la posibilidad de clonar y expresar miembros de la familia CO1 o algin miembro de otra familia

en el futuro.

La expresion de las proteasas en E. coli no pudo llevarse a cabo de manera exitosa. Esta bacteria
secreta muy pocas proteinas al medio extracelular (Hannig y Makrides, 1998); por el contrario, la
mayoria de las enzimas expresadas permanecen en citoplasma o periplasma. Como expresar una
proteasa recombinante en citoplasma podria ser perjudicial para la cepa de expresion, se decidié
buscar un sistema alternativo y se opté por uno que secretase al medio externo las proteinas
expresadas. Es por ello que se utilizd S. cerevisiae como cepa de expresion. Sin embargo, una de las
desventajas de este sistema de expresion es que dificulta la obtencidén de la enzima pura, con métodos
como el de afinidad. El plasmido YEp no posee un extremo de histidinas, como el plasmido pET-TEV
de E. coli, y los cebadores utilizados son demasiado largos (mas de 50 pares de bases) para
incorporarles este extremo. Dado que la enzima se encuentra en el sobrenadante y en el gel de
poliacrilamida no se observan otras proteinas, se planteo la alternativa de utilizar filtros para eliminar
pequefias particulas y tener una enzima lo mas pura posible. Sin embargo, para futuras aplicaciones,

es necesario buscar una alternativa que permita lograr una enzima que pueda ser purificada.

La mayor actividad con azocaseina fue de 501,73+31,24 U/mly se observé a 50°C y pH 6. La enzima
mostrd ser sensible a cambios en la temperatura, perdiendo mas del 30% de su actividad a 55°C. Por
otro lado, la actividad en todos los pH medidos se mantuvo estable, mostrando una disminuciéon de
actividad siempre menor al 10%. La mayor actividad se observé a pH ligeramente acidos (6 y 6,5), un

resultado deseado para aplicaciones relacionadas a leche y productos lacteos.

Numerosas proteasas de origen metagenémico han sido reportadas (Tabla 9.4). Todos los estudios,
salvo uno, se basan en busquedas funcionales: la Unica enzima identificada mediante metagenomica

basada en secuencia es Prt1SU, una enzima proveniente de residuos soélidos de curtiembre (Verma 'y
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Sharma, 2021). Todas las enzimas reportadas poseen un pH éptimo alcalino, y casi en su totalidad
son termdfilas, destacandose pF1lAL2, una proteasa proveniente de sedimento marino, cuya
temperatura 6ptima es de 80°C (Suny col., 2020). La mayor limitacion a la hora de comparar enzimas
con actividad proteasa es que no existe un protocolo de determinacién de actividad establecido que se
utilice en todos los reportes. En aquellos reportes en los que se utiliza caseina como sustrato, la
actividad esta determinada por la cantidad de tirosina liberada. En cambio, aquellos reportes en los
que se utiliza azocaseina como sustrato, el nivel de actividad es usualmente determinado por las
variaciones en el nivel de absorbancia. Sin embargo, los tiempos de incubacion y los valores de
absorbancia usados varian. Existen estudios donde la unidad de actividad proteasa fue definida como
la cantidad de enzima necesaria para aumentar la absorbancia 0.1 a A405 luego de una hora de
incubacién (Lee y col., 2007; Neveu y col., 2011), mientras que en otros se define como la cantidad de
enzima necesaria para aumentar la absorbancia 0.01 a A405 luego de 30 minutos de incubacion
(Pushpam y col., 2011). Dado que el ensayo de actividad realizado en este estudio fue de 30 minutos,
se opto por utilizar la definicibn de Pushpam y col. (2011). Esta enzima perteneciente a la familia SO1
proviene de microorganismos presentes en la piel de cabra y posee una actividad de 100 U/ml, aunque
es muy sensible a cambios de temperatura y pH. Por su parte, Prl0 posee una mayor estabilidad
térmica y de pH. La comparacion con otras enzimas se vuelve imposible dado que las condiciones de
ensayo Y la definicion de las medidas de actividad no son las mismas. Es importante notar que tanto
en Pushpam y col. como en el resto de los reportes consultados se define el valor de unidad

enzimética (U), pero nunca se aclara si el volumen usado para definir
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Tabla 9.4 Comparacidn de Pr10 con otras enzimas de origen metagendmico. El pH y temperatura (Temp.) mostrados son los indicados como 6ptimos en cada
reporte. 1) Waschkowitz y col., 2009; 2) Lee y col., 2007; 3) Morris y Marchesi, 2016; 4) Neveu y col., 2011; 5) Pushpam y col., 2011; 6) Zhang y col., 2011; 7) Biver
y col., 2013; 8) Purohit y Singh, 2013; 9)Sun y col., 2020; 10) Gong y col., 2017; 11) Verma y Sharma, 2021; 12) Devi y col., 2016; 13) Pessoa y col.,
2017

Enzima Ambiente Tipo de ensayo Familia Sustrato pH Temp. (°C) Referencia

Pr10 Lagunas de estabilizaciéon Secuencia S01 Azocaseina 6 50 Este estudio
mprA Suelo Funcional MO04 Caseina 8 65 [1]
mprB Suelo Funcional MO04 Caseina 8 65 [1]
pPES63H9 Sedimento marino Funcional M12 Azocaseina 7 50 [2]
M1-2 Aguas de tratamiento Funcional M28 Azocaseina 8 42 [3]
M30 Arena Funcional S08 Azocaseina 12 40 [4]
DV1 Arena Funcional S08 Azocaseina 8 55 [4]
AS-protease Piel de cabra Funcional S08 Azocaseina 10,5 42 [5]
ACPROO001 Sedimento de costa antarctica Funcional S08 Caseina 9 60 [6]
SBcas3.3 Suelo Funcional S08 Azocaseina 9 50 [7]
Alkaline protease from O.M.6.2 Suelo Funcional S08 Caseina 8 37 [8]
pF1AL2 Sedimento marino Funcional S08 Caseina 10 80 [9]
Pro1437 Sedimento petrolero Funcional M48 Caseina 8 52 [10]
Prt1Su Residuos de curtiembre Secuencia S01 Caseina 9 37 [11]
Prt1A Barros activados Funcional S08 Caseina 11 55 [12]
PR4A3 Sedimento de manglar Funcional M42 Azocaseina 8,5 60 [13]
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U/ml es el volumen de reaccién total o el volumen de enzima usado. Es por ello que es imprescindible
el desarrollo de un estandar de técnicas y unidades que permitan la comparacion entre distintas

proteasas.

Finalmente, se hizo un analisis cualitativo, con placas de agar-leche (1%), para corroborar la
capacidad de la enzima de hidrolizar un sustrato natural. Como se observa en la Figura 9.4, la enzima
es activa, pero en el futuro es necesario realizar una caracterizacion mas profunda sobre la actividad
de Prl0. Ademas de parametros cinéticos y de termoestabilidad, es necesario determinar su
capacidad hidrolitica y eficiencia con distintas matrices, como leche y WPC, y determinar los perfiles

de péptidos generados.

ICONCLUSION

Fue posible identificar y caracterizar funcionalmente una proteasa de origen metagenémico, siguiendo
una estrategia basada en secuencias. Si bien es necesario profundizar mas en su caracterizacion
funcional, la enzima Pr10 mostro actividad 6ptima a 50°C y pH ligeramente acido, lo cual la convierte
en una candidata de interés para la hidrdlisis de leche y subproductos lacteos. Al igual que con la
enzima [BGal5, estudios adicionales, como de mutagénesis, pueden ayudar a mejorar la eficiencia de

esta enzima novedosa.
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CONCLUSIONES




10 CONCLUSIONES

El lactosuero es el principal subproducto de la industria lactea. Los enormes volimenes producidos por
afio y su alta demanda quimica y biolégica de oxigeno del mismo, debido a su alta carga organica, lo
convierten en un potencial problema ambiental. Debido a su composicion, principalmente lactosa y
proteinas, el suero puede considerarse como materia prima para la elaboracién de productos de mayor
valor, mediante el uso de enzimas. Las enzimas llamadas [-galactosidasas son capaces de
transformar la lactosa en galactooligosacéaridos, que poseen actividad prebidtica. Por su parte, las
proteasas son enzimas capaces de hidrolizar las proteinas del suero y liberar péptidos, que presentan

una gran variedad de actividades, como antimicrobiana y antihipertensiva, entre otras.

Las lagunas de estabilizacion facultativas son la principal tecnologia usada por pequefias industrias
lacteas para el tratamiento de sus efluentes, entre los cuales se pueden encontrar restos de suero. En
estas lagunas, la comunidad microbiana es la encargada de estabilizar la carga organica de los
efluentes, combinando procesos aerdbicos y anaerédbicos. Dado que la principal fuente de materia
organica volcada en las lagunas de estabilizacion de industrias lacteas es el lactosuero, es esperable

gue miembros de su comunidad microbiana presenten 3-galactosidasas y proteasas.

En el presente trabajo se plantea el estudio de las comunidades microbianas de dos sistemas de
lagunas facultativas de dos pequefias industrias lacteas del centro de la provincia de Santa Fe.
Utilizando metagendmica basada en secuenciacion y un enfoque centrado en genomas, se
reconstruyeron 110 genomas microbianos completos, los cuales fueron caracterizados taxondmica y
funcionalmente. Entre ellos se identificaron 7 grupos taxon6micos que serian claves para los sistemas
facultativos, ya que fueron encontrados en ambos sistemas y presentan rutas metabdlicas de interés

gue no fueron identificadas en otros organismos.

En la base de datos especifica CAZy existen 5 familias descritas con actividad B-galactosidasa (EC:
3.2.1.23). Comparando los genes predichos en el metagenoma contra esta base de datos, se
identificaron 379 B-galactosidasas candidatas, en 3 de las familias de interés (GH1, GH2, y GH42).
Estos genes fueron clasificados tanto taxondmicamente como en familia y se seleccionaron 18
candidatos para su clonado y expresion. De ellos, 5 pudieron ser expresados y mostraron actividad
con orto-nitrofenil-B-galactosido y lactosa. Entre estas 5 enzimas, 3gal5 mostrd una actividad superior

a la del resto de las enzimas expresadas y a la de otras enzimas similares de origen metagendmico.

Por su parte, la base de datos MEROPS describe 4 familias de proteasas que han sido reportadas que
poseen actividad sobre las proteinas del suero. Dentro de los metagenomas se identificaron 851
proteasas candidatas, en 3 de las familias de interés (C0l1l, SO1 y S08). Estos genes fueron
clasificados tanto taxonémicamente como en familia y se seleccionaron 10 candidatos para su clonado

y expresion. De ellos, 1 pudo ser expresado y mostré actividad con azocaseina y proteinas de leche.
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El estudio de los miembros de una comunidad microbiana permite conocer con mayor profundidad el
funcionamiento de los procesos metabdlicos dentro de un ambiente y la identificacion de
microorganismos de importancia para ellos. Por otra parte, las enzimas de origen metagenémico
poseen el potencial de modificar subproductos de distintas industrias, como la lactea. Este trabajo
describe la combinacién de estas estrategias para contribuir al mejor entendimiento del funcionamiento
de las lagunas de estabilizacién, asi como a la identificacion y produccion de enzimas para el

aprovechamiento de subproductos y su transformacion para agregar valor.
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TABLAS SUPLEMENTARIAS

Tabla S1: Parametros fisicoquimicos obtenidos de las 6 lagunas muestreadas

Sélidos Sulfuro Fésforo DQO DBO Subst.Sol. Conductividad Temp. Oxigeno Fecha
Muestra pH totales (mgl/l) (mg/l) total (mgl/l) (mgl/l) (mgll) en eter (mgl/l) (MSicm) (°C) disuelto (mg/l) (dd/mm/aa)
AUR1 8,96 12616 254,2 3,6 4938 2524 229,2 10,4 22,9 4,24 05/09/13
AUR2 9.23 11574 75,6 2,6 2928 1827 66,4 11,3 20,5 2,69 05/09/13
CYC1i 6,59 4726 1,75 279 1714 1192 147,2 6,01 20,08 4,36 07/04/13
CYC2 7 5074 2,1 14,3 1448 1093 39,2 6,8 19,25 4,88 07/04/13
CYC3 7,34 5240 17,5 23,3 1181 926 27,6 7,08 19,67 3,75 07/04/13
CYC4 7,55 5242 13,5 17,8 1290 775 62,4 7,04 19,39 6,01 07/04/13

Table S2. M6dulos y familias de genes de KEGG buscados

KEGG ID Metabolic Process Description

K01026 Acetogenesis Acetil-CoA -> acetato
K01067 Acetogenesis Acetil-CoA -> acetato
K01905+K22224 Acetogenesis Acetil-CoA -> acetato
K18118 Acetogenesis Acetil-CoA -> acetato
K24012 Acetogenesis Acetil-CoA -> acetato
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M00307
(K00248,K00249)+K01692+(K00020,K01782)+K00140
(K00248,K00249)+K01692+K01782+K00632
K00814+K14260+K14272
K00826+(K00166+K00167,K11381)+K00382+K09699
K00827+K00830+K14272

K01752

K01754

K17217+K01758

K17989

M00001

M00032

M00087

K00260+K00261+K00262
K00281+K00282+K00283+K00605

K005597

K01425

K01955+K01956
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Acetogenesis
Acidogenesis
Acidogenesis
Acidogenesis
Acidogenesis
Acidogenesis
Acidogenesis
Acidogenesis
Acidogenesis
Acidogenesis
Acidogenesis
Acidogenesis
Acidogenesis
Amonificacién
Amonificacién
Amonificacién
Amonificacién

Amonificacion

Oxidacion de piruvato a acetil-CoA
Val - propanoil-CoA
lle - propanoil-CoA+Acetil-CoA

Ala - piruvato

Degradacién de aminoacidos ramificados

Ala - piruvato

Ser - piruvato + NH;
Ser - piruvato + NH;
Cys - piruvato

Ser - piruvato + NH;
Glicdlisis
Degradacion de lisina
Beta-oxidacion

Glu - amoniaco
Gly - amoniaco
GIn - amoniaco
GIn - amoniaco

GIn - amoniaco



K23265

MO00045

MO00165

MO00166

M00167

MO00173

MO00374

MOO0375

MOO0376

MO00377

MO00579

M00529

MO00356

MO00357

MO00563

MO00567
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Amonificacién
Amonificacion

Fijacion de carbono

Fijacion de carbono

Fijacion de carbono
Fijacion de carbono
Fijacion de carbono
Fijacion de carbono

Fijacion de carbono

Fijacion de carbono

Fijacion de carbono
Denitrificacion
Metanogénesis
Metanogénesis
Metanogénesis

Metanogénesis

GIn- amoniaco
His - Glu
Ciclo reductivo de pentosa fosfato (ciclo de Calvin)

Ciclo reductivo de pentosa fosfato, ribulosa-5P =>
gliceraldehido-3P

Ciclo reductivo de pentosa fosfato, gliceraldehido-3P =>
ribulosa-5P

Ciclo reductivo del citrato (Arnon-Buchanan cycle)
Ciclo del dicarboxilato-hidroxibutirato

Ciclo de dihidroxipropionato-hidroxibutirato
Bi-ciclo de 3-Hidroxipropionato

Ruta de reduccion de Acetil-CoA (Wood-Ljungdahl
pathway)

Ruta de fosfato Acetiltransferase-acetato kinasa, Acetil-
CoA => acetato

Denitrificacion, nitrato => nitrégeno
Metanogénesis a partir de metanol
Metanogénesis acetoclastica
Metanogénesis a partir de metilamina

Metanogénesis hidrogenotrdfica



MO00530

M00531

M00528

M00175

K00023

K00626

K03821

K22881

M00161

MO00597

MO00176

MO00595

MO00596
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Reduccién de nitrato
Reduccién de nitrato
Nitrificacion

Fijacién de nitrégeno
Sintesis de PHB
Sintesis de PHB
Sintesis de PHB
Sintesis de PHB
Fotosintesis
Fotosintesis

Metabolismo de sulfuro

Metabolismo de sulfuro

Metabolismo de sulfuro

Reduccion disimilatoria de nitrato, nitrato => amoniaco
Reduccién asimilatoria de nitrato, nitrato => amoniaco
Nitrificacién, amoniaco => nitrito

Fijacién de nitrégeno, nitrégeno => amoniaco
Aceto-acetil-CoA reductasa

Acetil-CoA acetiltransferasa

Polihidroxialcanoato sintetasa

Polihidroxialcanoato sintetasa

Fotosistema Il

Fotosistema Il anoxigénico [BR:ko00194]

Reduccion asimilatoria de sulfato, sulfato => H.S

Oxidacion de tiosulfato por complejo SOX, tiosulfato =>
sulfato

Reduccion disimilatoria de sulfato, sulfato => H,S



Tabla S3: Resultados del proceso de binning. Estadisticas gendmicas para cada bin reconstruido. La cobertura (Cob) de cada bin fue calculada como la suma
de las coberturas de los contigs en dicho bin, dividido por el numero de contigs en el bin. Los valores fueron normalizados para cada muestra, dividiendo la
cobertura obtenida por el nimero de lecturas en cada set de datos, dividido por 1 millon. Comp: completitud; Cont: contaminacion; HC: heterogeneidad de cepa;
CML: Cobertura cada millén de lecturas

Bin Tamafio Comp Cont HC Status Genes CML muestral CML muestra2 CML muestra3 CML muestra 4
INTA.AUR.001 173,744 O 0 0 Incompleto 231 2.01E-01 8.51E-01
INTA.AUR.002 3,204,701 95.54 0.79 50 Alta calidad 3234 1.07E-01 4.25E-02
INTA.AUR.003 4,773,275 90.71 6.34 O En borrador 4046 9.85E-02 3.99E-02
INTA.AUR.004 3,466,087 90.73 3.94 11.11 Altacalidad 3478 8.99E-02 3.09E-02
INTA.AUR.005 2,940,775 91.18 2.17 37.5 Alta calidad 3241 8.00E-02 4.57E-01
INTA.AUR.006 928,382 57.32 0.14 100 En borrador 1063 6.36E-02 3.95E-02
INTA.AUR.007 3,104,077 93.41 2.73 28.57 Alta calidad 2843 5.17E-02 3.19E-02
INTA.AUR.008 712,339 645 085 O En borrador 762 4.34E-02 7.47E-03
INTA.AUR.009 2,697,931 90.42 0.92 100 Alta calidad 2927 4.80E-02 1.48E-01
INTA.AUR.010 2,245,734 84.1 246 20 En borrador 2245 3.36E-02 1.50E-02
INTA.AUR.0O11 2,497,937 93.43 4.13 26.67 Alta calidad 2855 3.57E-02 9.89E-03
INTA.AUR.012 2,535,658 89.34 35.11 9.76 Incompleto 2840 2.78E-02 1.30E-02
INTA.AUR.013 950,343 87.27 1455 O En borrador 932 3.21E-02 1.32E-02
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INTA.AUR.014

INTA.AUR.015

INTA.AUR.016

INTA.AUR.017

INTA.AUR.O18

INTA.AUR.019

INTA.AUR.020

INTA.AUR.021

INTA.AUR.022

INTA.AUR.023

INTA.AUR.024

INTA.AUR.025

INTA.AUR.026

INTA.AUR.027

INTA.AUR.028

INTA.AUR.029

INTA.AUR.030

INTA.AUR.031

107

2,685,231
1,756,667
1,323,050
3,512,283
1,410,640
967,597

2,294,909
3,212,545
1,114,822
637,478

827,426

1,911,535
3,280,597
2,940,801
2,644,959
875,167

4,234,589

1,792,188

100

86.21

14.12

80.19

69.44

63.85

60.28

89.76

28.34

67.04

69.27

4.17

95.47

96.38

100

16.7

94.05

81.04

3.23

41.58

5.42

1.89

8.79

26.27

25.61

7.05

17.93

8.42

5.62

3.36

1.7

0.31

16.31

1.74

SRS

90.91

23.08

89.47

69.51

6.25

86.96

3.12

11.11

Alta calidad
En borrador
Incompleto
En borrador
Incompleto
Incompleto
Incompleto
En borrador
Incompleto
En borrador
En borrador
Incompleto
Alta calidad
Alta calidad
Alta calidad
Incompleto
En borrador

En borrador

2632

2043

1573

3588

1784

1199

2700

3362

1370

655

915

2380

3251

3145

3141

1114

4217

1922

2.43E-02

2.53E-02

2.01E-02

1.73E-02

1.82E-02

1.77E-02

1.65E-02

1.50E-02

1.36E-02

1.33E-02

1.36E-02

8.49E-03

1.23E-02

1.08E-02

9.88E-03

1.06E-02

1.05E-02

9.85E-03

7.63E-03

7.06E-03

1.56E-02

8.17E-03

8.99E-03

1.38E-02

1.37E-02

6.81E-03

3.03E-03

7.92E-03

8.09E-03

1.78E-02

3.30E-03

4.05E-03

3.47E-03

8.03E-03

5.22E-03

6.58E-03



INTA.AUR.032

INTA.AUR.033

INTA.AUR.034

INTA.AUR.035

INTA.AUR.036

INTA.AUR.037

INTA.AUR.038

INTA.AUR.039

INTA.AUR.040

INTA.AUR.041

INTA.AUR.042

INTA.AUR.043

INTA.AUR.044

INTA.AUR.045

INTA.AUR.046

INTA.AUR.047

INTA.AUR.048

INTA.AUR.049
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2,727,084
1,512,753
3,778,965
2,611,648
3,252,935
4,650,668
1,602,964
3,830,360
2,072,076
831,985

4,095,300
2,185,781
2,178,504
3,069,974
2,223,342
3,171,438
2,969,165

3,878,925

93.1

55.48

96.77

82.02

99.41

87.71

80.56

87.67

75.44

3.76

84.48

28.65

88.76

97.49

7.97

81.68

59.18

28.9

6.74

3.27

7.28

3.32

10.28

23.49

11.86

19.51

7.02

13.98

5.81

3.31

52.99

47.37

18.6

11.23

75

4.55

62.5

68.42

4.92

6.67

20

15.25

44.23

48.78

17.54

En borrador
Incompleto
En borrador
En borrador
En borrador
Incompleto
En borrador
En borrador
En borrador
Incompleto
En borrador
Incompleto
En borrador
En borrador
Incompleto
En borrador
Incompleto

Incompleto

2779

1993

3348

2875

3490

4872

2228

4070

2321

928

4298

2925

2316

3747

2662

3895

3667

5191

6.93E-03

8.01E-03

7.51E-03

7.21E-03

5.78E-03

5.53E-03

3.77E-03

4.44E-03

5.45E-03

5.28E-03

6.01E-03

4.02E-03

4.86E-03

4.13E-03

3.88E-03

4.33E-03

4.08E-03

3.92E-03

1.43E-03

1.28E-03

2.86E-03

2.94E-03

2.93E-03

1.65E-03

3.74E-03

3.45E-03

2.13E-03

2.24E-03

8.24E-03

2.31E-03

1.82E-03

1.20E-03

2.74E-03

2.11E-03

1.72E-03

2.17E-03



INTA.AUR.050

INTA.AUR.051

INTA.AUR.052

INTA.AUR.053

INTA.AUR.054

INTA.AUR.055

INTA.AUR.056

INTA.AUR.057

INTA.AUR.058

INTA.AUR.059

INTA.AUR.060

INTA.AUR.061

INTA.AUR.062

INTA.AUR.063

INTA.AUR.064

INTA.AUR.065

INTA.AUR.066

INTA.AUR.067

109

3,538,557
2,001,640
230,781

151,985

2,353,015
3,107,757
486,137

3,674,302
3,079,956
2,349,078
5,101,967
1,952,744
3,549,440
3,747,220
1,614,971
1,262,175
1,053,370

1,985,931

87.93

87.78

25.17

3.92

58.86

88.98

18.73

SONGES

67.45

31.55

55.96

61.85

59.17

93.09

84.33

75.78

13.48

63.21

51.81

3.69

10.84

17.24

15.21

18.13

40.75

4.13

37.04

16.38

16.15

3.32

54

58.44

0.24

27.04

1.32

18.18

14.81

17.65

71.11

6.04

2.38

Incompleto
En borrador
Incompleto
Incompleto
Incompleto
En borrador
Incompleto
Incompleto
Incompleto
Incompleto
Incompleto
Incompleto
Incompleto
Alta calidad
En borrador
Incompleto
Incompleto

Incompleto

4667

2219

321

194

3115

3780

669

4693

4459

2974

6727

2460

4757

3766

1823

1778

1490

2777

3.96E-03

4.06E-03

4.03E-03

3.76E-03

3.88E-03

3.53E-03

3.71E-03

3.43E-03

3.20E-03

3.21E-03

2.99E-03

3.30E-03

3.23E-03

3.16E-03

2.30E-03

3.01E-03

2.74E-03

3.07E-03

1.42E-03

2.60E-03

1.17E-03

1.20E-03

1.42E-03

2.67E-03

8.69E-04

1.81E-03

1.39E-03

1.93E-03

2.76E-03

2.25E-03

2.11E-03

4.66E-03

1.47E-02

1.98E-03

2.60E-03

1.98E-03



INTA.AUR.068

INTA.AUR.069

INTA.AUR.070

INTA.AUR.071

INTA.AUR.072

INTA.AUR.073

INTA.AUR.074

INTA.AUR.O77

INTA.AUR.078

INTA.AUR.079

INTA.AUR.080

INTA.AUR.081

INTA.AUR.082

INTA.AUR.083

INTA.AUR.084

INTA.AUR.085

INTA.AUR.086

INTA.AUR.087

110

5,644,885
4,011,941
4,813,963
1,535,452
3,562,310
4,157,485
1,680,487
4,348,638
1,160,122
3,114,545
1,920,005
1,869,582
3,745,249
1,922,422
7,364,994
5,272,200
1,244,915

5,915,492

92.06

70

99.44

52.74

63.27

69.39

61.82

85.07

56.16

88.73

65.97

64.99

72.98

42.59

74.41

80.54

67.02

48.9

3.68

51.72

2.59

20.3

21.05

39.11

41.18

2.3

62.76

47.16

37.37

43.5

29.47

19.09

25.26

3.26

42.24

6.25

4.05

4.11

7.14

6.45

541

81.82

90.62

2.78

12.5

69.44

Alta calidad
Incompleto
Alta calidad
Incompleto
Incompleto
Incompleto
Incompleto
Incompleto
Incompleto
Incompleto
Incompleto
Incompleto
En borrador
Incompleto
En borrador
Incompleto
Incompleto

Incompleto

4647

5710

4546

2323

4360

5829

2199

5808

1561

4233

2555

2708

4185

2986

9058

6258

1521

6620

3.03E-03

2.85E-03

6.19E-03

2.67E-03

2.34E-03

2.47E-03

2.38E-03

2.09E-03

2.20E-03

2.10E-03

1.97E-03

1.79E-03

1.76E-03

1.43E-03

1.41E-03

1.39E-03

1.40E-03

1.27E-03

1.76E-02

2.82E-03

4.87E-02

2.25E-03

2.90E-03

1.98E-03

2.80E-03

2.81E-03

3.16E-03

3:58E-03

3.25E-03

3.32E-03

1.38E-02

3.72E-03

7.69E-03

5.81E-03

5.55E-03

9.94E-03



INTA.AUR.088

INTA.AUR.089

INTA.AUR.090

INTA.AUR.091

INTA.AUR.092

INTA.AUR.093

INTA.AUR.094

INTA.AUR.095

INTA.AUR.1003

INTA.AUR.1005

INTA.CYC.001

INTA.CYC.002

INTA.CYC.003

INTA.CYC.004

INTA.CYC.005

INTA.CYC.006

INTA.CYC.007

INTA.CYC.008

111

4,218,825
1,955,385
3,765,987
3,422,847
2,190,143
516,154
3,038,463
1,807,093
3,174,928
2,988,185
693,413
887,751
2,023,513
654,041
629,433
187,641
2,798,169

267,793

87.93

66.19

46.97

80.58

54.01

36.53

60.48

Sl

95.17

98192

64.59

12.1

47.41

43.19

15.52

0

96.64

0

37.99

3.66

10.22

25.37

5.48

2.73

18

14.18

2.08

5.74

0.85

0.3

0.38

1.72

60.47

1.49

1.79

2.22

50

100

100

100

100

Incompleto
Incompleto
Incompleto
Incompleto
Incompleto
Incompleto
Incompleto
Incompleto
Alta calidad
En borrador
En borrador
Incompleto
Incompleto
Incompleto
Incompleto
Incompleto
Alta calidad

Incompleto

5302

2693

4789

4144

3031

703

4328

ZE8S)

3171

2903

725

1066

2505

830

909

257

2684

364

1.24E-03

1.18E-03

1.03E-03

9.89E-04

9.58E-04

9.69E-04

7.95E-04

7.02E-04

2.28E-03

2.22E-03

5.30E-01

2.83E-01

2.61E-01

2.14E-01

1.57E-01

1.97E-01

1.16E-01

8.77E-02

5.85E-03

4.15E-03

7.78E-03

5.17E-03

4.57E-03

4.87E-03

4.77E-03

4.65E-03

9.50E-03

1.52E-02

2.76E-01

2.14E-01

1.98E-01

1.94E-01

1.49E-01

2.73E-01

7.19E-02

8.18E-02

1.01E-01

1.30E-01

1.16E-01

1.11E-01

8.68E-02

2.10E-01

2.42E-02

4.70E-02

5.94E-02

9.98E-02

8.89E-02

8.65E-02

7.05E-02

2.11E-01

1.70E-02

3.64E-02



INTA.CYC.009

INTA.CYC.010

INTA.CYC.011

INTA.CYC.012

INTA.CYC.013

INTA.CYC.014

INTA.CYC.015

INTA.CYC.016

INTA.CYC.017

INTA.CYC.018

INTA.CYC.019

INTA.CYC.020

INTA.CYC.021

INTA.CYC.022

INTA.CYC.023

INTA.CYC.024

INTA.CYC.025

INTA.CYC.026

112

2,405,603
651,137

802,148

2,678,597
1,439,619
812,129

3,412,212
1,664,513
2,950,326
1,305,518
1,295,529
3,514,115
2,013,321
1,455,176
2,328,171
2,047,803
4,186,274

2,109,840

94.35

2.04

95.58

64.47

56.16

94.24

62.64

96.87

58.89

64.93

99.33

97.9

38.49

73.34

21.51

89.07

95.09

1.34

4.55

3.73

7.61

2.27

1.88

1.59

0.34

0.4

2.63

3.35

1.61

8.99

3.84

16.67

50

33188

20

5.88

55.56

Alta calidad
Incompleto
Incompleto
Alta calidad
Incompleto
Incompleto
En borrador
Incompleto
Alta calidad
En borrador
Incompleto
Alta calidad
Alta calidad
Incompleto
En borrador
Incompleto
En borrador

Alta calidad

2291

782

959

2595

1805

1030

3097

1721

3153

1601

1550

3514

2030

1525

2643

2343

4452

2186

7.96E-02

7.73E-02

6.30E-02

5.50E-02

5.19E-02

5.01E-02

3.80E-02

3.80E-02

2.76E-02

2.70E-02

2.75E-02

2.84E-02

2.32E-02

2.00E-02

2.28E-02

2.27E-02

1.57E-02

1.86E-02

1.14E-01

3.00E-02

6.10E-02

2.47E-02

7.00E-02

6.00E-02

3.37E-02

2.25E-02

2.97E-02

1.56E-02

5.13E-02

6.54E-03

1.09E-02

1.88E-02

2.54E-02

2.61E-02

2.37E-02

8.93E-03

1.01E-01

1.12E-02

3.54E-02

1.39E-02

3.67E-02

5.38E-02

2.46E-02

9.65E-03

1.23E-02

7.31E-03

4.79E-02

2.34E-03

6.06E-03

1.23E-02

1.82E-02

2.17E-02

1.79E-02

5.44E-03

9.06E-02

6.99E-03

2.82E-02

9.19E-03

3.21E-02

6.16E-02

2.26E-02

6.80E-03

9.34E-03

5.30E-03

5.43E-02

1.96E-03

3.44E-03

9.59E-03

1.53E-02

2.11E-02

1.70E-02

3.74E-03



INTA.CYC.027

INTA.CYC.028

INTA.CYC.029

INTA.CYC.030

INTA.CYC.031

INTA.CYC.032

INTA.CYC.033

INTA.CYC.034

INTA.CYC.035

INTA.CYC.036

INTA.CYC.037

INTA.CYC.038

INTA.CYC.039

INTA.CYC.040

INTA.CYC.041

INTA.CYC.042

INTA.CYC.043

INTA.CYC.044

113

1,533,755
1,555,880
4,543,380
2,421,830
2,660,887
3,216,546
4,310,811
3,831,921
2,958,270
869,567

808,098

5,701,692
3,868,148
7,095,645
2,755,591
4,279,771
2,653,079

1,518,806

70.06

2.07

98.73

99.25

56.81

100

74.73

100

76.15

23.41

31.5

95.84

99.46

35.34

93.19

23.88

92.24

48.61

1.28

411

2.06

7.02

2.17

54.44

1.52

5.22

6.18

8.62

48.23

1.08

18.1

4.19

0.56

40.44

28.56

79.59

16.67

6.67

93188

100

69.86

83.33

23.53

8.33

77.78

En borrador
Incompleto
Alta calidad
Alta calidad
Incompleto
Alta calidad
En borrador
Alta calidad
En borrador
Incompleto
Incompleto
En borrador
Alta calidad
Incompleto
Alta calidad
Incompleto
Incompleto

Incompleto

1615

1979

4116

2592

3341

3048

5249

3231

3241

1075

930

6472

3122

7842

2931

4749

2822

1552

1.90E-02

1.68E-02

1.46E-02

1.28E-02

1.37E-02

1.32E-02

1.32E-02

1.05E-02

1.07E-02

1.22E-02

1.01E-02

6.31E-03

7.31E-03

5.75E-03

6.94E-03

6.42E-03

5.63E-03

5.52E-03

3.52E-02

1.23E-02

1.66E-02

2.26E-03

2.27E-02

5.28E-03

3.03E-03

1.45E-02

8.42E-03

1.69E-02

1.36E-02

1.73E-03

7.21E-03

1.56E-03

7.82E-03

6.11E-03

7.85E-03

1.31E-02

4.18E-02

7.64E-03

1.47E-02

6.34E-04

2.32E-02

1.71E-03

6.50E-04

1.88E-02

5.80E-03

1.18E-02

9.05E-03

4.06E-04

4.49E-03

4.32E-04

3.10E-03

4.29E-03

4.51E-03

1.28E-02

3.28E-02

5.32E-03

1.81E-02

3.32E-04

3.17E-02

1.32E-03

3.29E-04

2.24E-02

5.10E-03

5.83E-03

4.22E-03

2.13E-04

3.52E-03

2.55E-04

2.16E-03

3.85E-03

3.69E-03

1.29E-02



INTA.CYC.045

INTA.CYC.046

INTA.CYC.047

INTA.CYC.048

INTA.CYC.049

INTA.CYC.050

INTA.CYC.051

INTA.CYC.052

INTA.CYC.053

INTA.CYC.054

INTA.CYC.055

INTA.CYC.056

INTA.CYC.057

INTA.CYC.058

INTA.CYC.059

INTA.CYC.060

INTA.CYC.061

INTA.CYC.062

114

3,941,754
955,564
151,198
871,437
6,190,208
2,374,794
2,192,915
4,563,645
5,391,134
338,085
1,158,709
2,385,348
2,548,382
2,719,691
402,358
869,317
1,976,299

2,498,561

81.36

35.82

1.72

26.49

85.89

88.74

90.21

90.09

49.06

13839

17.5

37.05

98.32

84.48

28.37

18.61

16.61

42.03

31.39

3.72

20.29

44.95

6.23

7.43

25.86

5.45

1.15

8.62

2.68

18.97

9.25

5.17

5.96

4.31

18.92

42.86

2.4

50

10

45.45

100

80

18.18

80

66.67

88.89

Incompleto
Incompleto
Incompleto
Incompleto
Incompleto
Incompleto
En borrador
En borrador
Incompleto
Incompleto
Incompleto
Incompleto
Alta calidad
En borrador
Incompleto
Incompleto
Incompleto

Incompleto

4380

894

188

838

7448

2483

2778

5507

7256

349

1378

2411

2482

2780

411

859

1955

3225

5.48E-03

6.39E-03

6.11E-03

3.86E-03

4.16E-03

6.06E-03

4.19E-03

4.34E-03

3.88E-03

3.98E-03

4.19E-03

4.03E-03

3.54E-03

3.15E-03

3.80E-03

3.88E-03

3.54E-03

3.99E-03

1.13E-02

1.39E-02

1.15E-02

1.07E-02

1.82E-03

9.86E-03

1.29E-03

1.74E-03

1.08E-03

8.13E-03

9.43E-03

7.72E-03

6.37E-03

1.78E-03

7.69E-03

7.84E-03

6.94E-03

5.68E-03

1.03E-02

1.44E-02

1.36E-02

1.18E-02

6.31E-04

7.47E-03

7.11E-04

9.53E-04

3.14E-04

7.78E-03

9.27E-03

7.26E-03

5.11E-03

8.37E-04

7.55E-03

7.73E-03

6.39E-03

5.68E-03

1.16E-02

1.46E-02

2.10E-02

1.22E-02

3.71E-04

1.17E-02

5.83E-04

7.63E-04

2.15E-04

9.32E-03

1.00E-02

8.34E-03

5.50E-03

5.51E-04

8.64E-03

9.09E-03

7.22E-03

6.46E-03



INTA.CYC.063

INTA.CYC.064

INTA.CYC.065

INTA.CYC.066

INTA.CYC.067

INTA.CYC.068

INTA.CYC.069

INTA.CYC.070

INTA.CYC.071

INTA.CYC.072

INTA.CYC.073

INTA.CYC.074

INTA.CYC.075

INTA.CYC.076

INTA.CYC.077

INTA.CYC.078

INTA.CYC.079

INTA.CYC.080

115

1,239,603
3,176,966
1,183,635
3,111,400
1,169,140
2,428,518
4,430,114
1,210,671
2,588,940
2,108,884
3,354,135
4,768,026
1,633,249
753,375

2,135,824
3,429,049
6,365,639

2,279,884

95.7

97.65

91.57

100

58.69

77.02

100

65.53

94.44

69.69

29.15

93.76

75.85

49.92

86.75

88.6

60.24

61.24

215 O
11.33 3.7
393 O
059 O
028 O
10.35 15
39.49 2.17
342 20
7.3 31.82
10.28 O
14.64 11.63
12.15 5.56
889 0
6.79 O
079 O

7.4 45.45
30.35 0
26.01 O

Alta calidad
En borrador
Alta calidad
Alta calidad
En borrador
En borrador
En borrador
En borrador
En borrador
Incompleto

Incompleto

En borrador
En borrador
Incompleto

En borrador
En borrador
Incompleto

Incompleto

1248

3239

1134

2782

1315

3071

4855

1278

2455

2330

4391

4926

1739

810

2351

3715

8249

3039

4.14E-03

3.13E-03

3.29E-03

2.60E-03

2.82E-03

2.96E-03

2.22E-03

28 BRI

2.97E-03

1.66E-03

1.99E-03

2.20E-03

1.66E-03

1.55E-03

1.81E-03

1.32E-03

1.56E-03

1.67E-03

3.26E-03

3.54E-03

2.66E-03

2.28E-03

5.39E-03

1.71E-03

5.62E-03

3.97E-03

3.69E-03

1.55E-03

1.56E-03

2.76E-03

1.53E-03

2.21E-03

1.50E-03

1.65E-03

1.39E-03

1.49E-03

2.33E-03

2.12E-03

1.62E-03

1.84E-03

4.76E-03

1.10E-03

6.55E-03

3.47E-03

2.90E-03

9.74E-04

6.92E-04

2.13E-03

1.03E-03

1.41E-03

8.56E-04

1.20E-03

9.15E-04

1.16E-03

1.84E-03

1.91E-03

1.35E-03

1.80E-03

5.22E-03

1.33E-03

7.32E-03

3.58E-03

3.03E-03

8.71E-04

6.32E-04

2.18E-03

1.05E-03

1.38E-03

8.32E-04

1.31E-03

8.91E-04

1.15E-03



INTA.CYC.081

INTA.CYC.082

INTA.CYC.083

INTA.CYC.084

INTA.CYC.086

INTA.CYC.087

INTA.CYC.088

INTA.CYC.089

INTA.CYC.090

INTA.CYC.091

INTA.CYC.092

INTA.CYC.093

INTA.CYC.094

INTA.CYC.095

INTA.CYC.096

INTA.CYC.097

INTA.CYC.098

INTA.CYC.099

116

2,261,101
2,469,134
3,994,979
3,315,188
6,038,627
2,653,424
2,332,532
3,059,777
3,934,006
3,005,459
5,482,358
729,346

3,423,791
3,364,953
2,918,789
1,392,233
4,930,265

6,636,099

86.2

74.69

28.07

96.52

95.52

92.24

71.59

83.46

83.98

96.1

21.39

55.6

89.02

76.66

2.9

68.17

44.43

73.68

6.44

21.61

10.4

8.9

52.93

56.77

19.52

20.95

46.14

9.08

6.84

15.86

4.92

11.93

0.86

4.27

12.89

61.58

6.25

50

15.49

1.92

4.17

1.04

76.19

7.14

60

26.67

6.45

100

2.28

En borrador
Incompleto
Incompleto
En borrador
En borrador
Incompleto
En borrador
Incompleto
Incompleto
En borrador
Incompleto
En borrador
En borrador
En borrador
Incompleto
Incompleto
Incompleto

Incompleto

2740

3001

4791

3785

7215

3276

2992

3628

5225

2956

7678

830

3042

4013

3679

1510

6547

8690

1.59E-03

1.71E-03

2.47E-03

1.44E-03

1.49E-03

1.54E-03

1.35E-03

1.04E-03

1.02E-03

1.15E-03

1.05E-03

1.44E-03

1.52E-03

7.46E-04

1.24E-03

1.16E-03

1.02E-03

9.37E-04

1.47E-03

5.30E-03

3.69E-03

1.93E-03

2.13E-03

1.44E-03

1.26E-03

1.41E-03

1.24E-03

3.47E-03

1.06E-03

3.67E-03

4.00E-03

1.23E-03

2.21E-03

1.71E-03

1.54E-03

1.23E-03

8.37E-04

6.72E-03

3.39E-03

1.27E-03

1.18E-03

9.47E-04

8.49E-04

9.02E-04

9.54E-04

2.32E-03

1.12E-03

3.22E-03

4.81E-03

1.20E-03

1.82E-03

1.51E-03

1.13E-03

1.06E-03

7.47E-04

7.63E-03

4.15E-03

1.25E-03

1.06E-03

7.76E-04

7.49E-04

9.19E-04

9.56E-04

2.06E-03

1.23E-03

3.29E-03

4.99E-03

1.04E-03

2.08E-03

1.27E-03

1.13E-03

1.10E-03



INTA.CYC.100

INTA.CYC.1002

INTA.CYC.101

INTA.CYC.102

INTA.CYC.103

INTA.CYC.104

INTA.CYC.105

INTA.CYC.106

INTA.CYC.107

INTA.CYC.108

INTA.CYC.109

INTA.CYC.110

INTA.CYC.111

INTA.CYC.112

INTA.CYC.113

INTA.CYC.114

INTA.CYC.115

INTA.CYC.116
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2,282,586
1,422,893
913,770

1,332,250
1,108,589
3,869,238
4,009,592
1,060,895
3,090,672
2,642,188
1,178,912
2,600,572
5,672,747
4,676,396
4,275,639
2,099,011
3,888,427

3,967,674

90.35

95.56

18.13

25.79

83.27

93.53

61.15

28.4

64.69

89.25

92.98

54.28

74.16

59.55

84.89

67

85.89

5.95

34.85

2.82

12.39

4.06

54.24

1.88

22.4

8.77

14.62

22.33

20.28

34.8

38.43

39.51

19.83

45.02

0.16

5.26

25

3.85

6.25

25

4.86

40

50

1.43

2.78

13.64

Incompleto
Alta calidad
Incompleto
Incompleto
En borrador
Alta calidad
Incompleto
Incompleto
Incompleto
En borrador
En borrador
Incompleto
Incompleto
Incompleto
Incompleto
Incompleto
Incompleto

Incompleto

2719

1568

1355

1793

1408

3335

5411

1622

3880

2846

1260

3304

7180

5599

4885

2780

5288

5369

9.77E-04

2.25E-03

9.60E-04

6.81E-04

9.85E-04

9.22E-04

8.38E-04

8.18E-04

9.08E-04

7.80E-04

7.99E-04

7.66E-04

6.37E-04

7.72E-04

7.08E-04

7.08E-04

6.46E-04

6.85E-04

1.60E-03

1.09E-02

1.12E-03

1.01E-03

1.42E-03

4.63E-03

1.43E-03

1.02E-03

2.10E-03

1.56E-03

2.31E-03

1.48E-03

1.19E-03

1.24E-03

1.29E-03

1.13E-03

1.45E-03

1.21E-03

1.88E-03

4.03E-03

7.43E-04

9.60E-04

1.20E-03

8.84E-03

1.13E-03

1.13E-03

2.58E-03

1.52E-03

2.27E-03

1.63E-03

1.05E-03

9.88E-04

1.60E-03

1.10E-03

1.17E-03

1.13E-03

1.54E-03

7.50E-03

8.03E-04

1.14E-03

1.50E-03

8.90E-03

1.21E-03

1.08E-03

3.43E-03

1.17E-03

2.51E-03

1.66E-03

1.08E-03

1.04E-03

1.76E-03

1.14E-03

1.24E-03

1.28E-03



INTA.CYC.117

INTA.CYC.118

INTA.CYC.119

INTA.CYC.120

INTA.CYC.121

INTA.CYC.122

INTA.CYC.123

INTA.CYC.124

INTA.CYC.125

INTA.CYC.126

INTA.CYC.127

INTA.CYC.128

INTA.CYC.129

INTA.CYC.130

INTA.CYC.131

INTA.CYC.132

INTA.CYC.133

INTA.CYC.134
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1,323,556
5,496,463
751,762
497,812
3,132,108
2,624,195
6,735,399
573,636
856,682
3,731,960
6,143,445
1,012,128
452,298
3,058,959
840,370
3,221,322
271,074

821,792

68.18

52.41

41.4

38.26

41.7

4.66

67.05

52.8

11.43

SOIGHS

87.29

58.1

61.74

53.97

45.73

11.15

6.9

80.9

42.33

27.52

16.14

29.17

7.05

39.12

SHImGy

0.41

75.24

54.78

37.72

19.4

26.03

20.98

0.33

6.18

9.68

36.23

1.32

5.36

27.03

2.86

2.27

57.14

Incompleto
Incompleto
Incompleto
Incompleto
Incompleto
Incompleto
Incompleto
Incompleto
Incompleto
En borrador
Incompleto
Incompleto
Incompleto
Incompleto
Incompleto
Incompleto
Incompleto

En borrador

1768

8006

1021

S

4724

3609

8976

954

1156

4955

7414

1429

601

3932

1199

3267

376

970

6.55E-04

5.22E-04

6.09E-04

6.32E-04

6.33E-04

6.26E-04

5.44E-04

6.44E-04

5.72E-04

5.55E-04

3.91E-04

5.83E-04

5.49E-04

5.59E-04

6.28E-04

5.20E-04

5.13E-04

4.90E-04

1.45E-03

8.31E-04

1.22E-03

1.34E-03

8.27E-04

1.18E-03

1.16E-03

1.00E-03

1.05E-03

7.78E-04

1.18E-03

1.15E-03

1.37E-03

9.73E-04

1.04E-03

1.19E-03

1.16E-03

2.43E-03

1.65E-03

8.63E-04

1.50E-03

1.48E-03

1.31E-03

1.24E-03

1.27E-03

1.03E-03

9.15E-04

2.16E-03

1.22E-03

1.31E-03

1.61E-03

9.47E-04

1.10E-03

1.19E-03

1.04E-03

2.44E-03

1.60E-03

1.12E-03

1.51E-03

1.49E-03

1.64E-03

1.67E-03

1.55E-03

1.10E-03

1.03E-03

3.01E-03

1.50E-03

1.63E-03

1.59E-03

9.66E-04

1.09E-03

1.31E-03

9.49E-04

3.17E-03



INTA.CYC.135

INTA.CYC.136

INTA.CYC.137

INTA.CYC.138

INTA.CYC.139

INTA.CYC.140

INTA.CYC.141

INTA.CYC.142

INTA.CYC.143

INTA.CYC.144

INTA.CYC.145

INTA.CYC.146

INTA.CYC.147

INTA.CYC.148

INTA.CYC.149

INTA.CYC.150

INTA.CYC.151

INTA.CYC.152
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875,530
525,176
807,677
4,362,828
592,715
3,086,775
1,194,560
1,293,947
4,468,022
2,721,628
4,731,251
424,499
2,416,737
1,932,649
952,896
1,986,971
452,964

2,774,430

22.41

56.03

12.15

69.36

38.84

73.9

44.66

38.43

97.33

70.93

74.35

22.86

58.18

51.46

40.82

84.24

36.68

67.01

6.9

1.72

0.16

50.45

19.41

37.61

8.24

1.2

5.33

8.26

48.58

3.45

25.97

12.25

18.67

7.33

15.81

43.97

75

3.39

15.87

75

100

4.44

50

4.35

78.26

10

Incompleto
Incompleto
Incompleto
Incompleto
Incompleto
Incompleto
Incompleto
Incompleto
En borrador
En borrador
Incompleto
Incompleto
Incompleto
Incompleto
Incompleto
En borrador
Incompleto

Incompleto

946

604

764

6187

845

4478

1123

1326

4248

2924

6884

636

2880

2588

1026

2123

613

3582

4.85E-04

4.84E-04

4.77E-04

4.54E-04

4.16E-04

4.10E-04

5.07E-04

4.22E-04

8.79E-05

3.74E-04

3.15E-04

3.18E-04

3.21E-04

3.10E-04

3.15E-04

2.84E-04

2.93E-04

2.93E-04

2.34E-03

1.71E-03

2.27E-03

9.45E-04

1.06E-03

7.94E-04

2.55E-03

1.36E-03

2.86E-03

1.67E-03

8.94E-04

1.51E-03

1.48E-03

6.81E-04

1.48E-03

1.90E-03

1.22E-03

8.96E-04

3.34E-03

2.12E-03

3.22E-03

9.71E-04

1.13E-03

9.90E-04

3.76E-03

1.87E-03

3.70E-03

1.92E-03

9.19E-04

2.04E-03

1.46E-03

8.83E-04

1.52E-03

1.46E-03

1.35E-03

1.35E-03

3.56E-03

2.43E-03

3.38E-03

9.78E-04

1.46E-03

1.91E-03

4.17E-03

1.81E-03

3.82E-03

2.20E-03

1.04E-03

2.65E-03

1.43E-03

1.41E-03

1.71E-03

1.48E-03

1.42E-03

1.21E-03



INTA.CYC.153

INTA.CYC.154

INTA.CYC.155

INTA.CYC.156

INTA.CYC.157

INTA.CYC.158

INTA.CYC.159

INTA.CYC.160

INTA.CYC.161

INTA.CYC.162

INTA.CYC.163

INTA.CYC.164

INTA.CYC.165

INTA.CYC.166

INTA.CYC.167

INTA.CYC.168

INTA.CYC.169
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4,473,501
4,328,753
880,273

2,599,207
919,082

3,047,626
2,708,520
1,635,345
2,204,351
3,683,627
975,988

2,396,994
4,771,663
5,244,048
3,469,606
3,893,883

4,831,734

96.24

72.34

58.45

86.21

76.3

53.45

85.1

47.2

73.07

20.06

69.8

73.75

98.37

98.92

56.41

32.12

92.69

3.76

33.83

2.43

36.11

19.95

25.86

17.31

4.07

3.91

10.84

4.14

6.21

6.18

7.08

3.36

2.25

4.42

66.67

5.08

66.67

3.12

35

SLg2

9.09

6.25

6.67

13.33

20.83

73.33

32

26.92

Alta calidad
Incompleto
En borrador
Incompleto
En borrador
Incompleto
En borrador
Incompleto
En borrador
Incompleto
En borrador
En borrador
En borrador
En borrador
Incompleto
Incompleto

Alta calidad

3684

5145

1063

3326

1021

3811

3418

2382

2353

4747

1010

3104

4175

5271

4277

4718

4807

3.34E-04

2.82E-04

2.63E-04

2.37E-04

2.75E-04

1.88E-04

1.94E-04

1.47E-04

9.68E-05

6.42E-05

7.90E-05

3.05E-05

4.69E-05

5.16E-05

1.19E-05

6.58E-06

1.15E-06

2.50E-03

1.10E-03

7.88E-03

1.74E-03

1.89E-03

1.04E-03

8.16E-04

3.03E-04

1.69E-03

4.58E-04

2.08E-03

4.50E-04

2.52E-03

4.54E-04

3.76E-03

8.36E-04

5.57E-04

5.26E-03

1.28E-03

1.37E-02

1.58E-03

2.47E-03

1.52E-03

1.24E-03

9.33E-04

1.45E-03

1.84E-03

4.50E-03

1.45E-03

4.14E-03

2.27E-03

4.24E-02

2.56E-02

4.08E-03

5.28E-03

1.43E-03

1.42E-02

1.13E-03

3.32E-03

1.28E-03

1.81E-03

1.90E-03

1.34E-03

4.06E-03

9.53E-03

2.25E-03

5.17E-03

6.49E-03

1.27E-01

6.56E-02

1.11E-02



Tabla S4: Clasificacidon taxondmica obtenida con GTDBtk de los MAGs de alta calidad y en borrador.

BinID

INTA.AUR.002

INTA.AUR.003

INTA.AUR.004

INTA.AUR.005

INTA.AUR.006

INTA.AUR.007

INTA.AUR.008

INTA.AUR.009

INTA.AUR.010

INTA.AUR.O11

INTA.AUR.013

INTA.AUR.014

INTA.AUR.015

INTA.AUR.O17

INTA.AUR.021
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Linaje de GTDB

d__ Bacteria|p__Desulfobacterotalc__Desulfovibrionialo_Desulfovibrionales
d__ Bacteria|p__Verrucomicrobiotalc__Kiritimatiellae

d__ Bacteria|p__Bacteroidotalc__Bacteroidialo__Bacteroidales

d__ Bacteria|p__Actinobacteriotalc__Actinomycetialo__ Actinomycetales
d__Bacteria|p__Patescibacterial|c__Saccharimonadialo__Saccharimonadales
d__ Bacteria|p__Verrucomicrobiotalc__ Kiritimatiellae|lo_ LD1-PB3
d__Bacteria|p__Patescibacteria|c__Saccharimonadialo__Saccharimonadales
d__ Bacteria|p__Actinobacteriotalc__Actinomycetialo__ Actinomycetales
d__Bacteria|p__Bacteroidota|c__Bacteroidialo__ Bacteroidales
d__Bacteria|p__Campylobacterotalc__Campylobacterialo__Campylobacterales
d__Bacteria|p__Patescibacteria|c__ABY1|o__ BM507
d__Bacteria|p__Bacteroidotalc__Bacteroidialo__ Bacteroidales
d__Bacteria|p__ Patescibacteria|c__Saccharimonadialo__Saccharimonadales
d__Bacteria|p__Spirochaetotalc__Spirochaetialo__Sphaerochaetales

d__Bacteria|p__Firmicutes_C|c__Negativicutes|o__ Acidaminococcales

Metodo de asignacion

ANI

Novedad determinada mediante RED
Novedad determinada mediante RED
Topologia y ANI

Topologia y ANI

Topologia y ANI

Novedad determinada mediante RED
Topologia y ANI

Topologia y ANI

Topologia y ANI

Novedad determinada mediante RED
Novedad determinada mediante RED
Topologia y ANI

Topology

Novedad determinada mediante RED



INTA.AUR.023

INTA.AUR.024

INTA.AUR.026

INTA.AUR.027

INTA.AUR.028

INTA.AUR.030

INTA.AUR.031

INTA.AUR.032

INTA.AUR.034

INTA.AUR.035

INTA.AUR.036

INTA.AUR.038

INTA.AUR.039

INTA.AUR.040

INTA.AUR.042

INTA.AUR.044

INTA.AUR.045

INTA.AUR.047
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d__Bacteria|p__Patescibacteria|c__ABY1|o__ BM507

d__ Bacteria|p__Patescibacterialc__ ABY1|o_ BM507

d__ Bacteria|p__Firmicutes_A|c__Clostridialo__Lachnospirales

d__ Bacteria|p__Spirochaetotalc__Spirochaetialo__Sphaerochaetales
d__ Bacteria|p__Synergistotajc__Synergistialo__Synergistales

d__ Bacteria|p__Firmicutes_A|c__ClostridialJo__Saccharofermentanales
d__ Bacteria|p__Firmicutes_B|c__PeptococciaJo__ Peptococcales

d__ Bacteria|p__Firmicutes_A|c__ClostridiaJo__ Oscillospirales

d_ Bacteria|p__Bacteroidotalc__Bacteroidialo__ Bacteroidales
d__Bacteria|p__Firmicutes_A|c__Clostridialo__ Clostridiales
d__Bacteria|p__Firmicutes_A|c__ClostridialJo__Saccharofermentanales
d__Bacteria|p__Patescibacterialc__ABY1|o__ UBA11705
d__Bacteria|p__Verrucomicrobiotalc__ Kiritimatiellaelo_ LD1-PB3
d__Bacteria|p__Firmicutes|c__Bacilljo__Erysipelotrichales
d__Bacteria|p__Verrucomicrobiotalc__Verrucomicrobiae|o__Pedosphaerales
d__Bacteria|p__Firmicutes_A|c__Clostridialo__Saccharofermentanales
d__Bacteria|p__Firmicutes_A|c__ ClostridiaJo__ Oscillospirales

d_ Bacteria|p__Spirochaetotalc__Spirochaetialo__Sphaerochaetales

Topology

Novedad determinada mediante RED
Novedad determinada mediante RED
Topologia y ANI

Topologia y ANI

Topologia y ANI

Topologia y ANI

Topology

Novedad determinada mediante RED
Novedad determinada mediante RED
Topologia y ANI

Novedad determinada mediante RED
ANI

Novedad determinada mediante RED
Topologia y ANI

Novedad determinada mediante RED

Novedad determinada mediante RED



INTA.AUR.051

INTA.AUR.055

INTA.AUR.063

INTA.AUR.064

INTA.AUR.068

INTA.AUR.070

INTA.AUR.082

INTA.AUR.084

d__Bacteria|p__Bacteroidotalc__Bacteroidialo__ Bacteroidales

d_ Bacteria|p__Synergistota|c__Synergistialo__Synergistales

d__ Bacteria|p__Firmicutes_A|c__Clostridialo__Lachnospirales

d__ Bacteria|p__Patescibacteria|c__Paceibacteria_Alo__Moranbacterales
d__ Bacteria|p__Verrucomicrobiotalc__Kiritimatiellae|o_ SLADO1
d__Bacteria|p__Proteobacterial|c__Gammaproteobacterialo__Chromatiales
d__ Bacteria|p__Proteobacterial|c__Gammaproteobacterialo__Chromatiales

d__Bacteria|p__ Chloroflexotalc__Chloroflexialo__Chloroflexales

INTA.AUR.1003 d__ Bacteria|p__Desulfobacterotalc__Desulfovibrionialo__Desulfovibrionales

INTA.AUR.1005 d__Bacteria|p__Proteobacterialc__Alphaproteobacterialo__Micavibrionales

INTA.CYC.001

INTA.CYC.007

INTA.CYC.009

INTA.CYC.012

INTA.CYC.015

INTA.CYC.017

INTA.CYC.018

INTA.CYC.020
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d__ Bacteria|p__Patescibacterial|c__Saccharimonadialo__Saccharimonadales
d__Bacteria|p__Firmicutes_A|c__Clostridialo__Lachnospirales
d__Bacteria|p__Bacteroidotalc__Bacteroidialo__Bacteroidales
d__Bacteria|p__Firmicutes_A|c__ Clostridialo__ Oscillospirales
d__Bacteria|p__Bacteroidotalc__Bacteroidialo__ Bacteroidales
d__Bacteria|p__Spirochaetota|c__Spirochaetial|o__Sphaerochaetales
d__Bacteria|p__ Patescibacteria|c__Saccharimonadialo__Saccharimonadales

d_ Bacteria|p__Firmicutes_A|c__Clostridialo__Lachnospirales

ANI

ANI

ANI

Topologia y ANI

Novedad determinada mediante RED
Novedad determinada mediante RED
Topologia y ANI

Topologia y ANI

Topology

Topology

Novedad determinada mediante RED
ANI

Topologia y ANI

Topologia y ANI

ANI

Topologia y ANI

Topologia y ANI

Novedad determinada mediante RED



INTA.CYC.021

INTA.CYC.023

INTA.CYC.025

INTA.CYC.026

INTA.CYC.027

INTA.CYC.029

INTA.CYC.030

INTA.CYC.032

INTA.CYC.033

INTA.CYC.034

INTA.CYC.035

INTA.CYC.038

INTA.CYC.039

INTA.CYC.041

INTA.CYC.051

INTA.CYC.052

INTA.CYC.057

INTA.CYC.058
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d__Bacteria|p__Firmicutes_C|c__Negativicutes|o__ Veillonellales

d_ Bacteria|p__Bacteroidota|c__ Bacteroidialo__ Bacteroidales

d__ Bacteria|p__Proteobacteria|c__Alphaproteobacterialo__Micavibrionales_A
d__ Bacteria|p__Firmicutes|c__Bacilljo__Lactobacillales

d_ Bacteria|p__Patescibacteria|c__GracilibacterialJo_ BD1-5

d__ Bacteria|p__Firmicutes_A|c__Clostridialo__Lachnospirales

d__ Bacteria|p__Firmicutes|c__ Bacilljo__Lactobacillales
d__Bacteria|p__Firmicutes_C|c__Negativicutes|o__Anaeromusales

d__ Bacteria|p__Proteobacterial|c__Gammaproteobacterialo__Enterobacterales
d__Bacteria|p__Bacteroidota|c__Bacteroidialo__Bacteroidales

d__ Bacteria|p__Firmicutes_A|c__Clostridialo__Peptostreptococcales
d__Bacteria|p__Proteobacterial|c__Gammaproteobacterialo__Enterobacterales
d__Bacteria|p__Bacteroidotalc__Bacteroidialo__Bacteroidales
d__Bacteria|p__Firmicutes|c__Bacilljo__Lactobacillales
d__Bacteria|p__Campylobacterotalc___Campylobacterialo___Campylobacterales
d__Bacteria|p__Firmicutes|c__Bacillijo__Erysipelotrichales
d__Bacteria|p__Firmicutes_A|c__ ClostridiaJo__ Oscillospirales

d_ Bacteria|p__Firmicutes_A|c__ Clostridialo__Oscillospirales

ANI

Topologia y ANI

Topologia y ANI

Topologia y ANI

Topologia y ANI

ANI

Topologia y ANI

Topologia y ANI

Topologia y ANI

Novedad determinada mediante RED
Topologia y ANI

Topologia y ANI

Topologia y ANI

Topologia y ANI

Topologia y ANI

Novedad determinada mediante RED
Topologia y ANI

Topologia y ANI



INTA.CYC.063

INTA.CYC.064

INTA.CYC.065

INTA.CYC.066

INTA.CYC.067

INTA.CYC.068

INTA.CYC.069

INTA.CYC.070

INTA.CYC.071

INTA.CYC.074

INTA.CYC.075

INTA.CYC.077

INTA.CYC.078

INTA.CYC.081

INTA.CYC.084

INTA.CYC.086

INTA.CYC.088

INTA.CYC.091
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d__Bacteria|p__ Proteobacteria|c__Alphaproteobacterialo__ RF32

d_ Bacteria|p__Firmicutes_A|c__Clostridialo__ Oscillospirales

d__ Bacteria|p__Firmicutes_A|c__Clostridia_A|o__Christensenellales

d__ Bacteria|p__Desulfobacterotalc__Desulfovibrionialo__Desulfovibrionales
d_ Bacteria|p__Patescibacterial|c__Saccharimonadialo__Saccharimonadales
d__ Bacteria|p__Firmicutes_A|c__Clostridia_A|o__Christensenellales

d__ Bacteria|p__Firmicutes_A|c__Clostridialo__Peptostreptococcales
d__Bacteria|p__Patescibacteria|c__Saccharimonadialo__Saccharimonadales
d_ Bacteria|p__Bacteroidotalc__Bacteroidialo__ Bacteroidales
d__Bacteria|p__Bacteroidota|c__Bacteroidialo__Bacteroidales

d__ Bacteria|p__Firmicutes_A|c__ClostridiaJo__ Oscillospirales
d__Bacteria|p__Firmicutes|c__Bacilljo__Erysipelotrichales

d__Bacteria|p__ SynergistotaJc__Synergistialo__Synergistales
d__Bacteria|p__Firmicutes_A|c__Clostridia_A|o__Christensenellales
d__Bacteria|p__Spirochaetotalc__Spirochaetialo__Sphaerochaetales
d__Bacteria|p__Spirochaetota|c__Spirochaetial|o__Sphaerochaetales
d__Bacteria|p__Firmicutes_A|c__ ClostridiaJo__ Oscillospirales

d__ Bacteria|p__Firmicutes_A|c__Clostridialo__Saccharofermentanales

Novedad determinada mediante RED

Topologia y ANI
Topologia y ANI
Topologia y ANI
Topologia y ANI
Topologia y ANI
Topologia y ANI
Topologia y ANI
ANI

Topologia y ANI
Topologia y ANI
ANI

Topologia y ANI
Topologia y ANI
ANI

Topologia y ANI
Topologia y ANI

Topologia y ANI



INTA.CYC.093

INTA.CYC.094

INTA.CYC.095

INTA.CYC.1002 d__Archaealp__Thermoplasmatotalc__Thermoplasmatalo _Methanomassiliicoccales

INTA.CYC.103

INTA.CYC.104

INTA.CYC.108

INTA.CYC.109

INTA.CYC.126

INTA.CYC.134

INTA.CYC.143

INTA.CYC.144

INTA.CYC.150

INTA.CYC.153

INTA.CYC.155

INTA.CYC.157

INTA.CYC.159

INTA.CYC.161
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d__Bacteria|p__Patescibacteria|c__ABY1|o__ BM507
d__ Bacteria|p__Verrucomicrobiotalc__ Kiritimatiellaelo_ LD1-PB3

d_ Bacteria|p__Bacteroidotalc__Bacteroidialo__Bacteroidales

d__ Bacteria|p__Firmicutes|c__ Bacilljo__ RFN20

d__ Bacteria|p__Bacteroidota|c__Bacteroidialo__Bacteroidales

d_ Bacteria|p__Bacteroidotalc__Bacteroidialo__ Bacteroidales
d__Bacteria|p__Firmicutes|c__Bacilljo__RFN20

d__ Bacteria|p__Campylobacterotalc__Campylobacterialo__Campylobacterales
d__Bacteria|p__Firmicutes|c__Bacilljo__RFN20

d__ Bacteria|p__Riflebacterialc__Ozemobacterialo__Ozemobacterales
d__Bacteria|p__Riflebacterialc__Ozemobacterialo___Ozemobacterales
d__Bacteria|p__Firmicutes_A|c__Clostridia_A|o__Christensenellales
d__Bacteria|p__Bacteroidotalc__Bacteroidia|o__ Bacteroidales
d__Bacteria|p__Patescibacteria|c__Paceibacteria_A|o__Moranbacterales
d__Bacteria|p__Patescibacteria|c__Paceibacterialo__ UBA9983
d__Bacteria|p__Firmicutes_A|c__Clostridialo__Saccharofermentanales

d_ Bacteria|p__Firmicutes_A|c__Clostridia_A|o__Christensenellales

Topologia y ANI

Topologia y ANI

Topologia y ANI

Topologia y ANI

Topologia y ANI

Novedad determinada mediante RED
Topologia y ANI

Topologia y ANI

Topologia y ANI

Topologia y ANI

Novedad determinada mediante RED
Topologia y ANI

ANI

Novedad determinada mediante RED
ANI

Novedad determinada mediante RED
Novedad determinada mediante RED

Novedad determinada mediante RED



INTA.CYC.163

INTA.CYC.164

INTA.CYC.165

INTA.CYC.166

INTA.CYC.169
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d__Bacteria|p__Patescibacteria|c__ABY1|o__ BM507

d__ Bacteria|p__Proteobacteria|c__Alphaproteobacterialo_Rhodobacterales
d_ Bacteria|p__Bacteroidotalc__Bacteroidialo__Bacteroidales

d__ Bacteria|p__Proteobacterial|c__Gammaproteobacterialo__Chromatiales

d__ Bacteria|p__Proteobacteria|c__Gammaproteobacterialo__Chromatiales

Topologia y ANI
Topologia y ANI
Topologia y ANI
Novedad determinada mediante RED

Topologia y ANI



Tabla S5: Oligonucleétidos disefliados para la amplificacion por PCR de los genes candidatos

Gen

AUR.contig-100_513_12

AUR.contig-100_17147_1

AUR.contig-100_3427_6

AUR.contig-100_2450_8

AUR.contig-100_1620_7

AUR.contig-100_1130_5

CYC.contig-100_2881 9

CYC.contig-100_4237 11

CYC.contig-100 9789 2
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ID

Bgall

Bgal2

Bgal3

Bgald

Bgal5

Bgal6

Bgal7

Bgal8

Bgal9

Direccion del Secuencia

cebador

Directo
Inverso
Directo
Inverso
Directo
Inverso
Directo
Inverso
Directo
Inverso
Directo
Inverso
Directo
Inverso
Directo
Inverso
Directo

Inverso

ATGCATTCATATCAAATACC
TTAGCCATTGTTTTTCTCC
ATCATGACACTCTATTTTCCA
TCAACGCATCATCTATTCAAG
TGTCAAGGGATGAGCACCGTTC
CATCGCGTCAGGGCAGTTC
ATAATGAGAAAACTACCAGAAG
TTATTTAAGCTCCTTTGTTTC
GGAAGCTATATGAGTCAAGAAGTG
CATTTTCAGTTCAGTGCTCC
ATATAATGATTAAATGCGAGTTC
GGAAACAGAATTACTTGCCT
ATGACTGGTAAGTTTCCGA
TCAGAGTTCATTTCCATTCGT
ATGAAACATTTTTTATTGTCATC
AGTACGCAGGTGAA
AGAACAGGAGGAGAGGCT
TTATAGCTCTTCTCCGTTGC

Temp.

Sitio

Fusion (°C) Restriccion

43
44
46
48
58
55
47
45
54
50
46
48
47
48
45
48
50
50

Ndel
Xbal

Ndel
Sacl
BamHI

Sacl

Ndel

Sacl

Ndel
Sall



CYC.contig-100_1083 6 Bgall0

CYC.contig-100_2840_ 6 Bgalll

AUR.contig-100_220 22 Bgall2

AUR.contig-100_5793 4 Bgall3

CYC.contig-100_1928 8 Bgall4

AUR.contig-100_1432 6 Bgall5

CYC.contig-100_1151_7 Bgall6

CYC.contig-100_156 7 Bgall7

CYC.contig-100_20362_2 Bgall8

AUR.contig-100_17930_3 Prl

AUR.contig-100_23747_2 Pr2
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Directo
Inverso
Directo
Inverso
Directo
Inverso
Directo
Inverso
Directo
Inverso
Directo
Inverso
Directo
Inverso
Directo
Inverso
Directo
Inverso
Directo
Inverso

Directo

GTGCTGAAGCCTGTAGAGAATC
GTTCATTTTTAACCTCCGAAGA
ATGTCTGATTTATTTTATGGCGTG
CCGCTTAACTTTCGATGATAGT
ATGTTACGCGATGCAAAGAATC
TTTGCTGAACAGGTTATTTCATAAA
ATGATCGTCCCGAACCACCACG
GATGGGGGTTACTCACTGAACACC
AAGGAGGAAGAAAACCAGATGAAAACA
TGTATTTTTCAATTATGTTTATCAGATTCC
AACAAAATGGACAGTAGAGACTGGCAG
TTATGACCTTTCAGTCGTTTTATAGTTATATGG
TGGATTGTCTAAAATAAGAAATAAAATATG
TTATTTTGTTTTTACTGTAAGTTTCGTG
ACAGAACAAATGATGAAGAAACTAATCTTG
AAGGCTTATTTACTGCGCTGTAATTTC
TCCGGAATGAAAAAGATTTGTCTC
GTGGTTTCGTAATTTCTATTTCATGTG
ATGGGGAAAAAATCGTTG
TTACCTACGAAGGAACAG
ATGGGCCTAATGGTGGGC

55
49
51
51
51
49
59
59
55
52
58
57
51
51
55
55
52
54
43
46
53

Ndel

Sall
Ndel
Xbal

BamHlI

Hindll

Ndel

Sacl



AUR.contig-100_4 168

AUR.contig-100_591_6

AUR.contig-100_7246_4

CYC.contig-100_1230_19

CYC.contig-100_2339 2

CYC.contig-100_44516_2

CYC.contig-100_7627_4

CYC.contig-100 8118 5
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Pr3

Prd

Pr5

Pr6

Pr7

Pr8

Pro

Pr10

Inverso
Directo
Inverso
Directo
Inverso
Directo
Inverso
Directo
Inverso
Directo
Inverso
Directo
Inverso
Directo
Inverso
Directo

Inverso

TCACCATACCAACGGGAAGAT
ATGGCGGCGGGTGCCCTC
GCCGCGCGATCAATCCATGAT
ACCATGAAGGACAAGTACGTCTCA
TCACTCCTGCGGGGCCTG
ATGGAAGAAAAAGAGCAACAA
TTATTCGTAACTGCCGAG
attataattATGAAAAGAATACTT
aagCTATTCTACAATTAGTTTATT
CCgATGAAAGCCCGCTCCTTC
TCATGGCTTGCGGAGTCCGAA
acgATGCAAAAAACGATTTTA
accTTAAGGCATAACCAAAAT
ATGAAAGATACTACGCAATTC
TTAACGAACCATCCATTCCAT
ATGATTGGAGATGATCTT
TTAAACTTCTATCTGAATTGT

52
60
56
56
57
47
46
42
45
59
56
45
46
46
48
41
43

Ndel
EcoRlI
Ndel
EcoRl
Ndel

Sacl

Ndel
EcoRlI
BamHI
EcoRlI
Ndel
EcoRl



Tabla S6: Oligonucledtidos disefados para el clonado en S. cerevisiae. En negrita se indica la regién de homologia con el vector YEP, mientras que la
secuencia restante corresponde al gen a clonar.

ID Cebador directo Cebador inverso

Prol  AAAGAGACTACAAGGATGACGATGACAAGGATGGGGAAAA CTCGACGGATCAGCGGCCGCTTACCGCGGGTTACCTACGAAGGA
AATCGTTGTT ACAGAA

Pro4  AAAGAGACTACAAGGATGACGATGACAAGGACCATGAAGGA CTCGACGGATCAGCGGCCGCTTACCGCGGGTCACTCCTGCGGGG
CAAGTACGTCTCA CCTG

Pro5 AAAGAGACTACAAGGATGACGATGACAAGGATGGAAGAAA CTCGACGGATCAGCGGCCGCTTACCGCGGGTTATTCGTAACTGC
AAGAGCAACAA CGAG

Pro6 AAAGAGACTACAAGGATGACGATGACAAGGATGAAAAGAAT CTCGACGGATCAGCGGCCGCTTACCGCGGGCTATTCTACAATTAGT
ACTTTTATC TTAT

Pro8 AAAGAGACTACAAGGATGACGATGACAAGGacgATGCAAAA CTCGACGGATCAGCGGCCGCTTACCGCGGGaccTTAAGGCATAAC
AACGATTTTA CAAAAT

Pro9 AAAGAGACTACAAGGATGACGATGACAAGGATGAAAGATAC CTCGACGGATCAGCGGCCGCTTACCGCGGGTTAACGAACCATCCA
TACGCAATTC TTCCAT

Pri0 AAAGAGACTACAAGGATGACGATGACAAGGATGATTGGAG CTCGACGGATCAGCGGCCGCTTACCGCGGGTTAAACTTCTATCT
ATGATCTTAT GAATTG
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Tabla S7: Resultados de secuenciacion por capilares.

Gen Familia Largo Clon éLecturas unidas? Largo secuenciado (b) Diferencias con
(b) gen predicho

Bgall GH1 1359 1.1 Sl 1402 1
1.2 Sl 1380 1

1.3 NO 1229 3

Bgal4 GH1 1404 4.1 Sl 1445 3
4.2 Sl 1442 0

Bgals GH42 2031 5.1 NO 1293 4
5.3 NO 1800 4

55 NO 1849 4

Bgal6 GH2 1857 6.1 NO 1811 2
6.9 NO 1736 4

6.10 NO 1756 0

Bgal7 GH1 1407 7.1 SI 1451 3
7.3 Sl 1452 1
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Tabla S8. Arquitecturas de dominio en las GH2 encontradas

GH2N GH2 GH2C DUF4981 DUF4982 Bgal_Small_N
Id Largo Inicio Fin Inicio Fin Inicio Fin Inicio Fin Inicio Fin Inicio Fin
AUR.contig-100_1051 3 792 35 177 191 299 612 679
AUR.contig-100_1072_8 735 5 150 161 249 254 549 565 617
AUR.contig-100_1130_5 619 70 224 226 321
AUR.contig-100_1222 7 994 42 209 211 316 318 602 609 697
AUR.contig-100_12476_3 825 189 293
AUR.contig-100_12671 2 829 25 173 175 286 290 546 646 707
AUR.contig-100_1432_6 1025 43 203 205 314 316 607 616 705
AUR.contig-100_1479 7 963 229 351 592 681
AUR.contig-100_1620_8 1035 66 239 241 339 341 637 644 729
AUR.contig-100_178 18 1273 68 239 241 354 356 640 650 739
AUR.contig-100_178 9 847 49 204 208 314
AUR.contig-100_1893_9 1005 31 203 205 324 326 615
AUR.contig-100_19072_2 727 162 270
AUR.contig-100_220_22 1037 42 210 212 324 326 619 629 718
AUR.contig-100_2309_7 1053 56 223 224 324 326 639 649 743
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AUR.contig-100_2475 8
AUR.contig-100 262 1

AUR.contig-100_3001_8
AUR.contig-100_3475 2
AUR.contig-100_364_19
AUR.contig-100_404 15
AUR.contig-100_4055_2
AUR.contig-100_4836 5
AUR.contig-100_4938 2
AUR.contig-100_5694_3
AUR.contig-100_5793 4
AUR.contig-100_6402_2
AUR.contig-100_6414 2
AUR.contig-100_7564 2
AUR.contig-100_7607_3
AUR.contig-100_7904_2
AUR.contig-100_808_10

AUR.contig-100_8169_3

134

805

1006

824

947

629

1039

834

826

1047

789

1022

874

1048

1122

1072

1023

1051

976

26

56

49

28

47

28

64

44

22

58

55

68

44

57

220

219

178

186

146

215

180

157

237

145

210

212

226

224

248

212

223

215

221

193

196

162

206

181

188

237

146

212

213

228

226

250

214

226

432

332

340

286

293

261

311

293

296

341

240

309

318

318

315

359

311

322

544

288

297

263

313

299

343

311

320

317

361

313

324

563

549

500

628

555

628

616

632

629

649

618

637

597

563

638

626

642

641

659

628

647

686

643

728

714

728

740

747

716

741

655

617

717

676



AUR.contig-100_931 11
AUR.contig-100 9742 2
CYC.contig-100 10 118
CYC.contig-100_10089 3
CYC.contig-100 10618 2
CYC.contig-100_1074_5
CYC.contig-100 1083 11
CYC.contig-100_1083_6
CYC.contig-100_1114 2
CYC.contig-100_1151 14
CYC.contig-100_1151_15
CYC.contig-100_1151_7
CYC.contig-100_12240 1
CYC.contig-100_12577_2
CYC.contig-100_12884 2
CYC.contig-100_1327_21
CYC.contig-100_1343 11

CYC.contig-100_1343_4
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718

780

1051

724

972

957

601

605

957

835

841

823

971

761

776

799

849

879

47

52

26

12

12

24

35

27

28

87

56

21

101

63

152

220

214

191

182

180

217

187

179

180

243

191

152

157

230

215

161

152

222

603

196

184

182

221

189

181

181

287

194

157

159

232

217

271

245

332

696

301

276

273

325

298

2901

292

401

301

242

264

344

328

248

334

314

303

278

275

303

294

474

317

244

526

641

549

598

594

595

534

583

718

533

521

651

584

740

662

654

664

627

701

714

724

705

761



CYC.contig-100_1361_21
CYC.contig-100_13669 4
CYC.contig-100 13965 3
CYC.contig-100_ 14113 3
CYC.contig-100 15330 2
CYC.contig-100_15512_1
CYC.contig-100_156 7
CYC.contig-100_1565 13
CYC.contig-100_1630 5
CYC.contig-100_165_17
CYC.contig-100_1677_5
CYC.contig-100 17173 1
CYC.contig-100_1738_3
CYC.contig-100_18329 2
CYC.contig-100_1850_9
CYC.contig-100_188 6
CYC.contig-100_1905_7

CYC.contig-100_1928_8

136

863

861

745

806

798

768

835

1054

839

677

850

1022

1025

784

840

603

1036

1035

23

29

31

30

36

27

73

24

25

44

43

34

56

63

66

172

168

155

162

183

182

241

147

169

195

210

203

151

203

208

236

239

222

220

158

163

196

161

183

243

187

178

197

212

205

148

205

202

238

241

332

317

263

263

305

266

294

348

294

286

324

309

314

242

313

305

336

339

265

265

298

350

289

326

311

316

315

338

341

544

542

606

635

594

601

616

607

593

621

637

645

626

616

631

644

733

714

705

720

729

618

656

612

651

641

685

717

667

732

722



CYC.contig-100_1936_6
CYC.contig-100_1938 5
CYC.contig-100 1970 10
CYC.contig-100_1975 15
CYC.contig-100 20362_2
CYC.contig-100_20419 2
CYC.contig-100 20715 4
CYC.contig-100_2115_16
CYC.contig-100 2129 5
CYC.contig-100_21962_2
CYC.contig-100_2224 4
CYC.contig-100_2230_10
CYC.contig-100_2406_14
CYC.contig-100_245 34
CYC.contig-100_24805_2
CYC.contig-100_25263_1
CYC.contig-100_265_15

CYC.contig-100_2725_13

137

829

839

840

834

838

746

586

835

870

583

1036

1032

1007

760

832

866

1343

962

32

27

28

17

11

26

30

36

58

61

56

30

23

184

196

181

155

183

180

157

195

225

234

228

153

160

160

218

186

186

175

198

183

157

179

181

222

227

236

220

164

190

222

272

220

298

298

284

307

294

263

273

292

326

341

334

340

260

296

326

392

327

303

309

299

266

275

297

283

343

336

264

407

556

587

608

543

582

602

37

637

619

562

690

647

631

598

700

735

720

687

789

660

635

659

654

577

721

716

720

715

631



CYC.contig-100_276_45
CYC.contig-100_28 66
CYC.contig-100 34 113
CYC.contig-100_349 46
CYC.contig-100_35 94
CYC.contig-100_3538_5
CYC.contig-100 35534 1
CYC.contig-100_358_33
CYC.contig-100_38509 2
CYC.contig-100_3943_10
CYC.contig-100_3943 10
CYC.contig-100_415 14
CYC.contig-100_415 20
CYC.contig-100_4533_1
CYC.contig-100_464 5
CYC.contig-100_4686_5
CYC.contig-100_473 17

CYC.contig-100_5141_5

138

1352

1107

832

995

1503

776

770

1130

594

9I55)

955

1016

779

707

1076

961

629

834

82

91

35

37

64

15

43

74

15

23

23

24

33

26

68

32

275

264

219

212

251

152

189

245

184

177

177

187

189

180

248

202

146

277

310

265

209

253

162

211

247

178

178

202

190

184

250

204

162

204

402

389

349

308

357

242

298

<7/

288

288

311

301

301

361

291

261

301

416

391

310

359

244

S

286

294

294

306

305

363

293

263

699

702

604

642

519

659

589

517

517

537

603

651

580

500

709

712

611

651

669

661

587

798

801

697

739

757

749

669

652

629

768

643

601

711

688

837

703

660

1209

1139

1139

672

672

865

865

1337

1266

1266

791

791

981

981



CYC.contig-100_5166_4
CYC.contig-100 5166 4
CYC.contig-100 518 24
CYC.contig-100 5212 2
CYC.contig-100 523 14
CYC.contig-100_523 14
CYC.contig-100 5347 6
CYC.contig-100_56 5
CYC.contig-100_5628 8
CYC.contig-100_5702_9
CYC.contig-100_617_8
CYC.contig-100_656_21
CYC.contig-100_66_15
CYC.contig-100_6820_3
CYC.contig-100_6823 2
CYC.contig-100_6881_4
CYC.contig-100_6927_1

CYC.contig-100_7007_5

139

875

875

1025

1035

1130

1130

1132

1036

1051

776

1274

789

857

935

923

856

1012

907

41

41

60

45

72

72

194

61

57

67

30

31

43

197

197

233

213

250

250

346

238

223

152

238

145

191

182

163

158

199

199

235

215

252

252

348

240

226

240

146

215

187

185

215

368

160

319

319

333

305

363

363

462

346

322

353

240

323

293

283

312

478

260

335

307

374

374

348

324

244

355

262

618

619

659

659

633

637

521

639

557

628

629

669

848

643

647

649

565

555

717

715

757

932

736

741

738

664

637

674

620

617

726

700

676



CYC.contig-100_704_34
CYC.contig-100_730_25
CYC.contig-100_75 44

CYC.contig-100_76_46

CYC.contig-100_76_69

CYC.contig-100_815 27
CYC.contig-100 8213 5
CYC.contig-100_898 11
CYC.contig-100_928 29
CYC.contig-100_958_10
CYC.contig-100_958 14

CYC.contig-100_96_79

140

1031

1012

963

1821

942

873

768

911

1026

734

861

856

41

48

24

742

27

44

29

108

47

63

208

217

213

912

187

207

158

260

214

147

153

219

209

219

220

914

189

209

160

261

216

158

164

224

318

315

331

1027

290

323

266

382

328

246

248

326

320

310

1029

295

268

330

249

604

620

1314

523

569

624

545

614

629

1324

560

634

700

716

1413

656

722

731

71

603

792

123

661



